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© TNF-blndend® Protein®. 



<§) Dte vorOegende Erfindung betrifft nlchtJSsBch® Protelne sowio lasflche Oder nlchtBsflche Fragmente davon, 
die TNF bindon. in homogener Form, wwie deren physilcglsch vertrlgBchen Sake, insbssondere solche 
Protelne mit elnem Motekulargewfcht von otwa 55 oder 75 UD (nichtreduzlerende SDS-PAGE-Bedlngungen), 
Vsrfahren zur Isolietung solcher Protefaen AntikBrper gegen solche Protelne, DNA-Sequenzen. die fOr nichtiSsB- 
che Protein® sowio IdsBche oder nJchtiasBch® Fragmente davon, die TNF Wndsn, kcdleren, wl© sotcho, die fOr 
Protein® tadleren, die zum einen Tell aus elnem BaBchen Fragment das TNF blndet und 2um anderen Tell aus 
alien DomSnen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette humaner tmmunglobuflne bestehen 
und die davon tcodlerten retomblnsnten .Protein© vrfe Verfahren zur deren Herstettung mtttels transformierter pro- 
wl® eukaryotfscher WIrtszeDen. 




tow Copy Centra 



EP 0 417 563 A3 



TNF-BINDENDE PROTEINS 



Tumor Nekrosis Faktor a (TNFo, auch Cachectin), auf Grund seiner haemorragisch-nefcrotisierenden 
Wirkung auf best'mmte Tumoren entdeckt, und Lymphotoxin (TNFfl) sind zwei nahe verwandte Peptidfakto- 
ren [3] aus der Klasse der LymphoWne/Cytokine, die im folgenden beide als TNF bezeichnet werden [siehe 
Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF verfQgt uber ein breites zellulares Wirkungsspektrum. Beispielsweise 

5 besitzt TNF inhibierende oder cytotoxische Wirkung auf eine Reihe von Tumorzelllinien [2.3], stimuiiert die 
Proliferation von Fibroblasten und die phagozytierende/cytotoxische Aktivitat von myeloischen Zeilen 
[4,5,6], induziert AdhSsionsmolekOle in Endothelzellen oder Qbt eine inhibierende Wirkung auf Endothel aus 
[7,8,9,10], inhibiert die Synthese von spezifischen Enzymen in Adipozyten [11] und induziert die Expression 
von HistokompatibilitStsarrtigenen [12]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden Qber eine Induktion von 

70 anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte mit anderen Faktoren, wie beispielsweise interferonen 
oder Interteukinen erzieit [13-16]. 

TNF 1st bei einer Reihe von Pathologischen ZustSnden, beispielsweise SchockzustSnden bei 
Meningococcen-Sepsis [17], bei der Entwlckiung von Autoimmun-Glomerulonephritis bei MMusen [18] oder 
bei cerebraJer Malaria bet Miusen [19] und beim Menschen [41] involviert Ganz aJigemein scheinen die 

f s toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt zu sein [20]. Weiterhin kann TNF wie lnterieukin-1 
Reber ausldsen [39]. Auf Grund der pleiotropen funktionellen Eigenschaften von TNF kann man annehmen. 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einer ganzen Reihe weiterer pathologischer- 
ZustMnde als Mediator von Immunantwort EntzOndung oder anderen Prozessen beteiiigt ist 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF Qber speztfische Rezeptoren vermittelt. wobei nach 

20 heutigem Wissensstand sowohl TNFa wie TNFfl an die gleichen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zelltypen unterscheiden sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22,23,24]. Solche ganz allgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BF*) wurden durch- kovciente BIndung an radioaktiv markfeftea— 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Molekulargewichte der erhaltenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermitteit wurden: 95/100 kD und 75 kD [24], 95 kD und 75 kD [25], 138 kO, 90 kD, 75 kD und 

25 54 kD .[28]. 100*5 kD [27], 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mittels anti-TNF-Antik5rper- 
Immunoaffinitatschromatographie und prSparativer SDS-Poiyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27], reduktive Spaltung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAGE-Anaiyse ergab mehrere Banden, die aJlerdings nicht auf TNF-Bindeaktivitat 
getestet wurden. Da die spezifischen Bedingungen, die zu der Spaltung des Komplexes verwendet werden 

30 mOssen, zur Inaktivierung des Bindeproteins fQhren [31], ist letzteres auch nicht mdglich gewesen. Die 
Anreicherung von ISsfichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mittels lonenaustauscher- 
Chromatographie und Gelfiltration (Molekulargewichte im Bereich von 50 kD) wurde von Olsson et al. 
beschrieben [30]. 

Brockhaus et al. [32] erhielten durch TNFa-Ugandenaffinitltschromatographie und HPLC aus Membran- 
35 extrakten von HL60-Zellen eine angereicherte TNF-BP-PrSparation, die wiederum als AntigenprSparation zur 
Herstellung von monokionaien AntikSrpern gegen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verwendung eines 
solchen immotnlisierten Antikdrpers (ImmunaffinitStschromatographie). wurde mittels TNFa-Ugandenaffini- 
tatschromatographle und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
eine angereicherte Preparation von TNF-BP erhalten, die in der SDS-PAGE-Anaiyse eine starke breite 
40 Bande bei 35 kD, eine schwache Bande bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im Obrigen zelgte das Gel im Bereich von 33 kO bis 40 kO einen 
Proteinhintergrundschmler. Die Bedeutung der so erhaltenen Proteinbanden war jedoch im Hinblick auf die 
Heterogenic des verwendeten Ausgangsmateriais (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Ptacenten) nicht klar. 

45 Gegenstand der vodiegenden Erffndung sind nichtfdsllche Proteinen dii. beispielsweise Membranprotei- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren, und ISsliche oder nichtldsilche Fragmente davon, die TNF binden (TNF- 
BP), In homogener Form, sowie deren Physiologisch vertrigliche Saize. Bevorzugt sind solche Proteine, die 

~~ gemlss SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 
55 kD, 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kO charakterisiert sind, insbesonders solche mit 

50 etwa 55 kD und 75 kD. Weiterhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch wenigstens eine der folgenden 
Aminoslureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 

(IA) Leu-Val-Pro-His-LBu-Gty-Asp-Arg-Glu^^ 
X-Asn-Ser-lle 

(IB) Ser-Thr-Pro^tu^ys-Giu^ly^t^^ 
(HA) Ser^lrH^u-Glu-Thr-Pro-Gt^^ 



2 
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10 



15 



20 



2S 



(HB) Vai-Phe-Cys-Thr _ A , 

(!ID) Uu-Pro-Ala-GIn-V^^ 
(HE) lie-X-Pro-Gly-Phe-Giy-Vai-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Qlu 

(IIF) Leu-Cys-AIa-Pro 

(HG) Val-Pro-His-Leu-Pro- Ala-Asp ' 

(IIH) Gly-Ser^ln-Gly-PrchGl^ wobei X IQr einen AminosSurerest steht. der 

nicht eindeutig bestimmt werden konnte. . t 

hn Stand der Technik sind bereits TNF-BP durch dine N-termina!e Te,lsequenz charaktonsert worden 
[Europiische Patentanmeldung mit der Publlkattons-Nr. 308 378L wobei sich di ese Sequeru «jw « d er 
erfindungsgemassen N-terminaien Teilsequenz gemlss Pormel (1A) untersche.det Im Ubrigen handett ea 
S aber be. den im Stand der Technik beschriebenen TNF-Bindepmteinen um 
loslichen d.h. nicht membrangebundene. TNF-BP und nicht um membrangebundene. d.h. unldsllche. TNF- 

BP ' Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind auch Verfahren zur Isolierung der 
tnp BP Diase Verfahren sind dadurch charakterisiert. dass man im wesentllchen die tolgandan Reint- 
^S^J^ ^ Herstenung eines Z» oder Gewebeextraktes. 
£5* und/oder ein- Oder mehrfache Uga^denaffinitatschr^at^raph.e. *^*™% 9 ™™^ 
^™*wanhifl (HPLO und DrSoarative SOS-Polyacrylamldgeielektrophorese (SOS-PAGE). Die Kombina- 
C ^ ^ZT^ S^^ bekannteHLinen Reinigungsschmte ist Or ^den Erfolg des 
e!d^ essentlell. wobei einzelne Schritte im Rahmen der zu Ssenden ^Aufgab* 

mSSfZ* verbessert wurden. So wurde beisptelsweise der urspcOngllch fOrdle Anre,cherung von TN* 
BP^rhumaner Placenta [31] verwendete komblnlerte Immunaffinita^romatog^^^ 

aphie-Schitt dadurch abgelndert dass eine ^^^^^^^^ 
d fohw VoSule wurde zum Auftrag des Oder Membranextraktes in Reihej ™t der ^ntf^ 

Kih^HPLC-Senrittes ist die Verwendung eines Detergens-haWgen LSsungsmittelgemisches. 
Um c *??£22 a n^L^sc^Ver^zum Erzielen hoher Zelldichten von SSugerzellen. aus denen 
TNF-B? w^^^e^ rvorfisger^o Erflndung. Bn soiches Verfahren zeichnet 
S d^"r ein Nedi^wefches fOr die spezKschen "fig*^^ 

S TO^^ •« Amino^uenz 

48 tsTeiss, dass von ^^^^^^ XEtttXZ 
ONA-Sequenzen umfasst sind. die s.ch durch ^^"^"^^ wobei es sich bei den davon 
mehreran NukteoWen der in ^^^^^^T^Z^^ seiche Deletion 

Fragmente 



30 



35 



40 



59 



bevorzugt ist wi© Sequenzen. di© tor ni^su^ protein-Fragment kodiert reicht von 

Bne DNA-Sequenz. die baisplalsw^ fOr Ifisficha Protein. 
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enthalten, bevorzugt sind. Besonders bevorzugte ONA-Seauenzen sind in Ht»«« m e.„ « 

offenen Leserasters von NuWeotid 2 bis I'lrToie fS^wIm S^SSS! T""" T 

SS^ST' ' n R9Uf 4 ^ W0b8i * *£o^£X^£Z^ 

Sr^d^SaerZT ""h?,* C T ab9e,eK9ten Se « uer « m « wTS 
ncnKeit aui oer gertngeren AuflSsung der Gasphasen-Sequenzieruna beruhen r« u «™,«* _u 

Sequenzen, die Or nidrtlSsliche wie KSsliche ^gmentevon TNSe^XSnTS nlTJ T' 
ren Molekulargewicht von 75 kO/65 kO kodieren T DNA-S^uenzen S^^S^^ZLT^ 
auf Qrund der Hydrophilieprofile der von den fOr soiche ntehtlSslichen w£ ^SLSTSiSK 
sequenzen abgeleiteten Amlnosauresequenzen bestimmt werden. Wfllerenden NuWeinsaure- 

Die Erfindung betrffft weiterhin DNA-Sequenzen. die eine KomblnaUon aus zwei T«!unw A e 

r^^M 8 '"^^ * »•*•" esse rssETrs? 

binden kodiert (3.0.) und die andere Teil-Sequenz, fOr alia OomSnen ausser rt«r cr^lTn - ? 
konstanten Region der schweren Kette von humanen ^onmiS!^l^J^^ *™" e f 
Die voriiegende Erfindung betrffft natOrllch auch die ^ sc^oZ^^^T^^ r^T 
arten Pmteine. Se.bstverstand.ich sind dabe. auch soiche Pm*^**^ dZ 

die Akbvrtat der TNF-BP oder deren Fragmente. namllch die Blndung von TNF oder die WtehsaMrium 

Z^T^ 6 '' ^'T^ 9 beteingten Membrankomponenten. in einer tJSmSSmM vS 
dert oder erhalten wurden. Am nosaureaustausche in Protelnen und P« n *w«. "1 „ veran 
Aktivitat soteher MolekOle nicht verandem. sind im £STZ£ ^£t£jS&^* 
Neura* und R.L Hi., in ""me Proteins- (Academic Press, New York, 1979. ^^^T^e^ 
U) beschneben Die am haufigsten vorkommenden Austausche sind: AJa/Ser , vSS uStovZ 
Atari*. Ala/Thr. Ser/Asn. Ala,Val. Ser/Gly, Tyr/Phe. Ala/Pro. Lys/Arg. Asp/Asn Leu/Je uKSf IS' 
Asp/Gly. S ow,e soiche in umgekehrter Weise. Die voriiegende eSndung beW femer ^reTdt 

SSJTT?" DNA " Se< ' Uen2en enthalten VDd.rur Transformation von geeigneten ™ wie^S 
schen Wirtssystemen geeignet sind. wobei soiche Vektoren" bevdrzugt sind deren Verwendun^P 
Expression der von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodlerten So2 fQ^Z ch ^ 
die vorhegende Erfindung auch noch mit soichen Vektoren transformlerte Pro- wie euka^XvvS 

I5 JZ e ST' Ur HerSt9,,Unfl 700 erfind ^9sgemassen rekomblnanten Verbindungen duV* KuS- 
rung soteher Wirtssysteme und anschliessende Isolierung dleser Verbindungen aus den vJ^emen 
selbst oder deren KulturOberstanden. . <=— s winssysremen 

fJFtSS tL^SSZ! H &findUn9 5" r* P hannazeuti8che ^Parate. die wenigstens eines 
dieser TNF-BP oder Fragmente davon. gewOnschtenfalls in Verblndung mit weiteren pha/mazeutisch 

enSn ^ ""^ in9rt9n ' therapeutisch vertriglichen TragZSnaiS 

Die voriiegende Erfindung betrifft schnesslich die Verwendung soteher TNF-BP einerseits zur Herstel- 

assasr * *™ - ■*■"•■« - *— ■»■ •—•^st 

Ausgangsrnaterial fOr die erfindungsgemassen TNF-BP sind ganz allgemeln Zellen. die soiche TNF-BP 
jn membrangeb«ndener Form enthalten und die dem Fachmann ohne Beschnlnkungen allgemeln zugang- 
rr, S;r a ^ ietSWeiS8 ^ < ATCC Nr - 240]. U 937- [ATCC Nr. CRL 1593]. SW 480- [ATCcT 

sLdfL^J^fr [ATCC c Nr - 001 ^ Di9S9 Ze,ten bekainten Zh^ d6 s 

h5tS,.S ^ J1°i ^ n L Erzieten ^ Zelw,ch te" "** <>™ oereits allgemein und im Detail fur 
m^!!^ S?^ 2 beschriebenen Verfahren kultJviert werden. TNF-BP k6nnen dann nach bekannten 
Me^en dee Standes der Technik mittels geeigneter Detergenzien, beispielswetse Triton X-114 

^rt^ W • P T^^ (<: ^ ,9,Ue0Sid) • ^(^'y'^o^PylHJimethylammonlohl-propan sulfo- 
{ r^ ) " ' m b8Sonderen mi *M* Triton X-100. aus den aus dem Medium abzentrifugierten und 
gewaschenen Zellen extrahiert werden. Zum Nachwels soteher TNF-BP kSnnen die Obncherweise verwen- 
^!™f?r!i Smetfl0den f0r TNF " BP> ^^'eteweise eine PofyathylengfytoHnduzierte Fillung dee «l- 
TNF/TNF-BP-Kbmplexes [27J. im besonderen Riterbindungstests mit radioakflv markiertem TNF gemass 
B«sp.ei 1. verwendet werden. Zur Gewinnung der erfindungsgemassen TNF-BP kSnnen die generetl zur 
Reinigung von Proteinen. insbesohdere von Membranproteinen. verwendeten Methoden des Standes der 
™*™ beispielsweise lonenaustauscrK*romatographie. GelfiltratJon. Affinitatschromatographle HPLC 

™ c o» P ^ fj^? 6ndet W9rden ' BeS0flders ^^9^ Methoden zur Hersteltung erfindungsgemasser 
TNF-BP sind Affinitatschromatographle. Insbesondere mit TNF-o als an die Festphase gebundenen Ugan- 
den und Immunaffinh^tschromatographie. HPLC und SDS-PAGE. Die ButJon von mittels SDS-PAGE 
aufgetrennten TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie erfotaen. beispielsweise 
mmels ElektroelutJon nach Hunkapiller et al. [34L wobei nach heutjgem Stand dee Wlssens die dort 
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angegebenen Eiektro-Dialysezeiten generell zu verdoppeln sind. Danach noch verbieibende Spuren von 
SDS konnen dann gemSss Bosserhoff et af. [50] entfemt werden. 

Die so gereinigten TNF-BP k5nnen mittels der im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemie, wie beispielsweise N-terminale AminosSuresequenzierung Oder enzymatische vine chemische 
5 Peptidspaltung charakterisiert werden. Durch enzymatische oder chemische Spaftung erhaitene Fragmente 
kdnnen nach glngigen Methoden. wie beispielswelse HPLC, aufgetrennt und selbst wieder N-terminal 
sequeruiert werden. Sotche Fragmente, die selbst noch TNF binden, konnen mittels der obengenannten 
Nachweismethoden fOr TNF-BP identifiziert werden und sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden • 
Erfindung. 

10 Ausgehend von der so erhSitiichen AminosSuresequenzinformation oder den in Figur 1 wie Rgur 4 
dargesteltten DNA- wie Aminos£uresequenzen kSnnen unter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Olfgonukteotide hergesteilt werden [51]. 
Mittels dieser kQnnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbiologie [42.43] cDNA- oder 
genomische DNA-Banken nach Klonen, die fQr TNF-BP kodierende NukieinsMuresequenzen enthalten, 
is abgesucht werden. Ausserdem kflnnen mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) [49] cDNA-Fragmente 
kloniert werden, indem von zwei auseinanderliegenden, relativ kurzen Abschnitten der AminosSuresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes vollsftndig degeneriert© und in ihrer Komplementaritat geeignete 
Oligonucleotide als "Primer 0 eingesetzt werden, wodurch das zwischen dlesen beiden Sequenzen Itegende 
Fragment amplifiztert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz eines derartigen 
20 Fragmentes ermSglicht eine unabhSngige Bestimmung der AminosSure-Sequenz des Proteinfragments, fUr 
das es kodiert Die mittels der PCR erhSWichen cONA-Fragmente kfinnen ebenfalls, wie bereits fQr die-- 
Oligonukleotide selbst beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fQr TNF-BP kodierende 
NukleinsSuresequenzen enthaitenden Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden. 
Sotche NukleinsMuresequenzen konaan dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 
25 der so bestimmten wie der fQr bestimmte Rsasptoren bereits bekannten Sequenzen ktfnnen seiche 
Teilsequenzen. die fQr ISsliche TNF-BP-Fragmente kodieren, bestimniTund mittels bekannter Methoden ailST""" 
der Gesamtsequenz herausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen kSnnen dann mittels bekannter Methoden in im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren VervielfSltigung wie Expression in Prokaryoten integriert 
30 werden [42]. Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien, wie beispielsweise E. coll St§mme, Wie EfS&ll HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. con 
W31 10 [ATCC Nr. 27 325] oder B. subtilis StSmme dar. 

Weiterhin kSnnen erfindungsgemSsse NukleinsSuresequenzen, die fQr TNF-BP sowie fQr TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaryotischen Wirtszeilen, 
35 wie beispielsweise Hefe, Insekten- und SMugerzellen, mittels bekannter Methoden integriert werden. 
Expression solcher Sequenzen erfolgt bevorzugt in SSuger- wie Insektenzeiien. 

Ein typischer Expressionsvektor fQr Saugerzellen enthSIt ein effizientes Promotorelement, urn eine gute 
Transkriptionsrate zu erzieien, die zu exprimierende DNA*Sequenz und Signale fQr eine effiziente Termina- 
tion und Polyadenyiierung des Transkripts. Weitere Elemente, die verwendet werden kQnnen, sind 
40 "Enhancer 0 , welche zu nochmais verstSrkter Transkription fQhren und Sequenzen, welche z.B. eine ISngere 
Haibwertszeit der mRNA bewirken kSnnen. Zur Expression von NuklelnsSuresequenzen. denen das endo- 
gene fQr ein Signalpeptid kodierende SequenzstQck fehlt kSnnen Vektoren verwendet werden. die solche 
geeignete Sequenzen, die fQr Slgnalpeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren, enthalten. Siehe 
beispielswelse der von Cullen, B.R. in Cell 48 , 973-982 (1988) beschriebene Vektor pU268 oder auch bei 
4s Sharma, S. et al. in "Current Communications in Molecular Biology 0 , edt by Gething, M.J., Cold Spring 
Harbor Lab. (1985), Seiten 73-78. 

Die meisten Vektoren, die fQr eine transiente Expression einer bestimmten ONA-Sequenz in SSugerzel- 
len verwendet werden, enthalten den Replikatlonsursprung dea SV40 Virus. In Zellen, die das T-Antigen des 
Virus exprimieren, (z.B. COS-Zellen), werden dies© Vektoren stark vermehrt Bne vorfJbergehende Expres- 
so sion ist aber nicht auf COS-Zellen beschrSnkt Im Prinzip kann jede transfektierbare SSugerzeillinie hierfOr 
^ verwendet warden. Signale, die «ine starfce Transkription bawirken kdnnen, sind z.B. die frQhen und spiten 
Promotoren von SV40. der Promoter and Enhancer des "major Immediate-early 0 Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats 0 ) von Retroviren, wie beispielsweise RSV, 
HIV und MMTV. Es kdnnen aber auch Signaie von zellulSren Qenen, wie z.B. die Promotoren des Aktin- 
55 und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Altemativ konnen aber auch stabile ZelUinien, die die spezifische DNA-Sequenz im Qenom 
(Chromosom) integriert haben. erhalten werden. Hierzu wird die ONA-Sequenz zusammen mit einem 
selektierbaren Marker, z.8. Neomycin, Hygromycin. Dlhydrofolat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxanthin- 
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Guanin-Phosphoribosyltransferase (hgpt) kotransfektiert Die stabil ins Chromosorn eingebaute DNA-Se- 
quenz kann audi noch stark vermehrt werden. Ein geeigneter Selektionsmarker hierfOr ist beispieisweise 
die Oihydrofolat-Reduktase (dhfr). Saugerzellen (z.B. CHO-Zellen), welche kein intaktes dhfr-Gen entbatten, 
werden hierbei nach erfoigter Transfektion mit steigenden Mengen von Methotrexat inkubieit Auf diese 
5 Weise kSnnen ZellHnlen erhaiten werden, welche mehr aJs tausend Kopien der gewQnschten DNA-Sequenz 
enthalten. 

SMugerzellen, welche fUr die Expression verwendet werden kSnnen, sind z.B. Zellen der menschiichen 
Zeillinien Hela [ATCC CCL2] und 293 [ATCC CflL 1573], sowie 3T3- [ATCC CCL 163] und L-Zelien, z.B. 
[ATCC CCL 149]. (CHO)-ZeHen [ATCC CCL 61], BHK [ATCC CCL 10>Zellen sowie die CV 1 [ATCC CCL 

to 70]- und die COS-Zellfinlen [ATCC CRL 1650, CRL 1651], 

Geeignete Expressionsvektoren umfassen beispieisweise Vektoren wie pBCl2M! [ATCC 67 109], 
pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL [Pharmacia, Uppsala, Sweden], pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia, Uppsala, Sweden]. Besonder bevorzugte Vektoren sind die in Beispiel 9 verwendeten Vektoren 
"pK19° und "pN123". Dfese kdnnen aus den mit ihnen transformierten E. coli-St§mmen HB101(pKl9) und 

75 HB101(pN123) nach bekannten Methoden isoiiert werden [42]. Diese E. coli-StOmme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkutturen GmbH (DSM) in Braunschweig, 
BRD unter DSM 5761 fQr HB101(pK19) und DMS 5764 fQr HB101(pN123) hinterlegt Zur Expression der 
Proteine, die aus einem Idsiichen Fragment von nichtldslichen TNF-BP und einem Immunglobutinanteii, d.h. 
alien DomMnen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette, bestehen, eignen sich 

20 besonders pSV2 abgeieitete Vektoren wie beispieisweise von German, C. In "DMA Cloning 0 [Vol. II., edt von 
Gfover, D.M., IRL Press, Oxford, 1985] beschrfeben. Besonders bevorzugte Vektoren sind die bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkutturen GmbH (DSM) In Braunschweig, BRD hinter- 
legten und in der Europ&ischen Patentanmeldung Nr. 90107393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315), pCD4-H 7 l (DSM 5314) und pCD4-H 7 3 (DSM 5523). Besagte Europlische Patentschrfft wie die 

25 in Beispiel 1 1 angegebenen Squivalenten ABcaeldungen enthalten ^auch Angaben bezQglich der wett eren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chimSren Proteinen (siehe auch Beispiel 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fQr die Expression von solchen chimSren Proteinen mit anderen Immunglobulin-' 
anteilen. 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hfingt vom gewShiten Expressions- und 

so Vektorsystem ab. Bne Uebersicht Obsr diese Methoden findat man z.B. bei Pollard et al., "DNA Transfor- 
mation of Mammalian Cells 0 in "Methods In Molecular Biotfgy 0 [Nucleic Acids Vol. 2, 1984, Walker, J.M., 
ed. Humana, Clifton, New Jersey]. Weitere Methoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 
Transformation of Mammalian Celts by Plasmid DNA°, Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752, 1 987] und 
bei Feigner [Feigner et ai., "Upofectin: A highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure", Proc. 

35 Nat Acad. Set. USA 84 , 741 3-741 7. 1 987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Baculovirus-Expressions-System, welches schon fQr die 
Expression einer Reihe von Proteinen erfolgreich eingesetzt worden ist (fQr eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers, Bio/Technology 6 , 47*55, 1988). verwendet werden. Rekombinante Proteine kdnnen 
authentisch oder als FusionsproTeine hergestellt werden. Die so hergesteliten Proteine kdnnen auch 

40 modrfiziert wie beispieisweise glykosytiert (Smith et a).. Proc. Nat Acad. Sci. USA 82 , 8404-8408. 1987) 
sein. FQr die Herstellung eines rekombinanten Baculovirus, der das gewQnschte Protein exprimieit, 
verwendet man einen sogenannten °Transfervektor°. Hierunter versteht man ein Plasmid, welches die 
heterology DNA-Sequenz unter der Kontroile eines starken Promoters, z.B. dem des Polyhedringens, 
enthlft. wobei diese auf beiden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist Besonders bevorzugte Vektoren 

45 sind die in Beispiel 10 verwendeten Vektoren °pN113 D , °pN119° und °pN124°. Diese kdnnen aus den mrt 
ihnen transformierten E coll-Stammen HB101(pN113). HB101(pN119) und HB101(pN124) nach bekannten 
Methoden isoiiert werden [42]. Diese E. coll-StSmm© wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkutturen GmbH pSM) In Braunschweig, BRD, unter DSM 5762 fQr 
HB101(pN113). DSM 5763 fQr HB101(pN119) und DSM 5765 fOr HB101(pN124) hinterlegt Der Transfervek- 

so tor wird dann zusammen mit DNA des WIldtyp-Baculovirus in die Insektenzellen transfektiert Die in den 

— - Zellen durch. homotoge Rekombination entstehenden rekombinanten Viren kdnnen dann nach bekannten 
Methoden identifiziert und isoiiert werden. Bne Uebersicht Qbsr das Baculovirus-Expressionssystem und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Luckow und Summers [52]. 

Exprimierte TNF-BP wie ihre nichtldslichen oder Idsiichen Fragmente kSnnen dann nach im Stand der 

ss Technik bekannten Methoden der Proteinchemie. wie beispieisweise den bereits auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Verfahrens aus der Zellmasse oder den KutturObarstlnden gereinigt werden. 

Die erfindungsgemSss erhaltenen TNF-BP kdnnen auch als Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoktonaien Antikdrpem nach bekannten Methoden der Technik [44,45] oder gemSss dem in Beispiel 3 
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beschriebenen Verfahren verwendet werden. Solche AntikSrper, insbesondere monoklonaie AntikSrper 
gegen die 75 kD-TNF-BP-Spezies, sind ebenfalls Gegenstand der vortiegenden Erfindung. Solche gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete Antikdrper kdnnen durch dem Fachmann gelSufige Modifikationen des in den 
Beispielen 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur Isolierung von TNF-BP eingesetzt werden. 

s Auf Grund der hohen Bindungsaffinitat erfindungsgemSsser TNF-BP f(Jr TNF (Kd-Werte in den Gros- 
senordnungen von 10" 9 - 1" 10 M) kQnnen diese Oder Fragmente davon als Diagnostika zum Nachweis von 
TNF in Serum oder anderen KdrperflQssigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Methoden, 
beispielsweise in Festphasenbindungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikorpern in sogenannten 
"Sandwich'-Tests, eingesetzt werden. 

io Im (Jbrfgen kQnnen erfindungsgemSsse TNF-BP einerseits zur Reinigung von TNF und andererseits 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemMssen TNF-BP sowie deren physiologisch vertrSgliche Salze, die nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden hergestellt werden kdnnen, kdnnen auch zur Herstellung von pharmazeuti- 

is schen PrSparaten, vor ailem solchen zur Behandlung von Krankheiten, bei deren Veriauf TNF involviert ist, 
verwendet werden. Oazu kann eine oder mehrere der genannten Verbindungen, fails wUnschenswert bzw. 
erforderiich in Verbindung mtt anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mit den Qblicherweise verwen- 
deten festen oder flQssigen Tragermaterialien in bekannter Weise verarbeftet werden. Die Dosierung solcher 
Praparate kann unter BerOcksichtigung der Qblichen Kriterien in Anaiogie zu bererts verwendeten PrSpara- 

20 ten ahnlicher AktivftMt und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein bsschrieben worden ist, sollen die folgenden Bei$piei6 
Enzeiheiten der Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschrankt 
wird. 

Beispiel 1 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 



Die TNF-BP wurden in einem Ritertest mit humanem radio-jodiertem 125 I-TNF nachgewiesen. TNF 
(46.47) wurde mit Na 123 I (IMS40, Amersham, Amersham, England) und lodo-Gen (#28800. Pierce 
Eurochemie. Oud-Beijerland, Niederiande) nach Fraker und Spsck [48] radioaktiv makiert Zum Nachweis 

35 der TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zellen oder ihre soiubifisierten, angereicherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u, BioRad, Richmond. California, USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann In Pufferlflsung met t% entfettetem Milchpulver blockiert und anschliessend mit 
5M0 5 cpm/ml 123 l-TNFa (0.3-1.0 MO 8 cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht- 
markiertem TNFa inkubiert gewaschen und luftgetrocknet Die gebundene Radioaktivitat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in einem 7-Counter gezlhlt Die speziflsche 125 l-TNF-o- 
Bindung wurde nach Korrektur fOr unspezifische Bindung in Anwesenhelt von unmarkiertem TNF-a im 
Ueberschuss ermittelt. Die speziflsche TNF-Bindung im Ritertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen gemessen und nach Scatchard analysiert [33], wobei ein K<rWert von -10-*-10- ,0 M ermittelt wurde. 

43 

Beispiel 2 



50 Zeltextrakte von HL-60-Zellen 

HL60 Zellen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimentellem Labormasstab in einem RPMI 1640- 
Medium [GiBCOKataJog Nr. 074-01800], das noch 2 g/l NaHC03 und 5% f5tales KSiberserum enthielt, in 
einer 5% CCVAtmosphSre kuitiviert und anschliessend zentrtfugiert. 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten In technischem Masstab wurde foigendermassen verfahren. Die 
ZQchtung wurde in einem 75 I Alrliftfermenter (Fa. Chemap. Schweiz) mit 58 I Arbeitsvolumen durchgefOhrt 
HierfOr wurde das Kassettenmembransystem °PROSTAK° (Milllpore. Schweiz) mit einer Membranflache 
von 0.32 m 2 (1 Kassette) in den Susseren Zirkulationskreislauf integriert Das Kulturmedium (siehe Tabelle 
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1) wurde mit einer Watson-Marlow Pumpen TYP 803U, mit 5 !/min. umgepumpt Nach einer Dampfsterilisa- 
tion der Anlagen wobei das "PROSTAK" System im Autoklaven separat sterilisiert wurde, wurde die 
Fermentation mit wachsenden HL-60 Zelten aus einem 20 I Airlrftfermenter (Chemap) gestartet Die 
ZelizQchtung Im Impffermenter erfolgte im konventionellen Batchverfahren in dem Medium gemass Tabelle 

5 1 und einem Startzeittiter von 2x10 s Zellen/ml. Nach 4 Tagen wurde der HL60 Ansatz mit einem Titer von 
4,9x10 s Zellen/ml in den 75 I Fermenter OberfDhrt Der pH-Wert wurde bei 7 ( 1 und der pOa Wert bei 25% 
Sattigung gehaiten, wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikroporose Fritte erfolgte* Nach anfinglicher 
Batchfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem Zelltiter von 4x10 s Zetien/ml mit 30 I 
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der Fiftratseite der Membran wurde das konditionierte Medium 

ro abgezogen und durch den Zuiauf von frischem Medium ersetzt Oas Zuiaufmedium wurde wie folgt 
verstSrkt Primatone von 0,25% auf 0.35%, Qlutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/1 auf 6 g/1. 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 1 Medium/Tag und am 5. Tag auf 1 00 I Medium/Tag 
erhoht Nach 120 Stunden der kontinuiedichen ZQchtung wurde die Fermentation beendet Unter den 
gegebenen Fermentationsbedingungen erfolgte exponentielles Zellwachstum bis 40x1 0 6 Zellen/ml. Die 

75 Verdopplungszeit der Zeilpopulatfon betrug bis 10x10* Zellen/ml 20-22 Stunden und stieg dann mit 
zunehmender Zelldichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der lebenden Zellen lag w^hrend der gesamten 
Fermentationszeit bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12° C heruntergekQhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Modeil J-6B, Rotor JS], 3000 rpm, 10 min.. 4* C) 
geerntet 

20 

Tabelle 1 



Kongenteationen 
ag/1 

112.644 
20 

0,498olO" 3 
0,02 
0, 1(368 
336,72 
0,0309 
11,444 



HL-60 Medium 
Koaponentea 



CaCl 2 (waeseef sei) 
30 Ca(M0 3 ) 2 o4H 2 0 

CuSO.oBH-0 

4 4 

Fe(W0 3 ) 3 o9H 2 0 
PeSO o?H O 

35 4 2 

KC1 

KMO 



40 



3 

MgCl 2 (tfasseefsei) 
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MgSO^ (wassecfsei) 
NaCX 

Na 2 HP0 4 (wasseEfsei) 
NaH PO, oho 

NajSeOjoSHjO 
ZnSO o7H 0 

3 2 

D-GIucosq 

Glutafcfcioa (red.) 
Hqp®@-Pu££ ae 

Hypoxaafcbia 
Linolslu£® 
LipoasSure 
Phenoleot 
Puteescia 2HC1 
Na-Pyeuvat 
ThymicI in 
Biotia 

D-Ca-Paatoth©aat 

Choliaefcloeid 

Folsaure 

i-Inositol 

Niaciaamid 

Nieotiaaaid 

paca-Aaiaobenzoasauie 
Pyeidojsal HC1 
Pyeidosda HC1 

Bibo£l&via 

Thiaaia HC1 
Vifcaaia B 12 

L-Alaaia 

L-Aspasagiasaue© 

L-ftspacagin H 2 0 
L-&zgiain 

■ 

L-Aeginia HC1 
L-Aspactae 



68,37 
5801,8 
188,408 
75 

9, 6ol0" 3 
0,1726 

4000 

0,2 
2383,2 

0,954 

0,0168 

0,042 
10,24 

0,0322 
88 

0,146 

0.04666 

2,546 

5.792 

2,86 
11.32 

2.6 

0.0074 
0.2 

2.4124 
0.2 

0.2876 

2.668 

0.2782 

11,78 
10 

14,362 
40 

92.6 
33.32 
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L-Cystia 2HC1 62 ,o4 

L-Cysteia HCloHjO 7.02« 

L-GlutamiasSure 3 6, 94 

L-Glutamia 730 

L-Glyeia 2 1,5 

L-Histidia 3 

L-Histidia HCloH 2 0 27,392 

L-Hydc oxy py t o 1 i n 4 

L-Xsoleueia 73.788 

L-Leucia 75.62 

L-Lysia HC1 102,9 

L-Methioaia 21,896 

L-Pheaylalaaia 43 , 592 

L-Prolia . 26,9 

L-Seeia , 31,3 

L-Threoaia 53 

L-Tcyptophaa 11,008 

L- Tycosia<>2Na 69,76 

L-Valia ^ 62.74 

Penicillia/Steeptomycia 100 U/ml 

Insulia (human) 5 ^g/ml 

Tranfecria (huaaa) 15 ug/ml 

Riadeesemraalbuaia 67 ug/al 
Priaatoa® HL (Sheffield Products, 

NocHich NY, USA) 0,25% 
PltiEoaic F68 

(Seeva, Heidelbseg, BHD) 0,01% 

Fdtales KUlbeEseEua 0,3-3% 



Das Zentrifugat wurde mft fsotonem Phosphaipuffer (PBS; 0,2 g/1 KCI, 0.2 g/1 KHaPO*. 8.0 g/i Nad, 2,16 
g/1 NaaHPO* 0 7Ha0), def mit 5% Oimethyfformamid, 10 mM Banzamidin, 100 E/ml Aprotinin, 10 uM 
Leupaptin, t-uM Pepstatln, I'.mM o-Phenanthrofln, 5 mM Jodacetamid, 1 mM Phenylmethylsulfbnytfiuorid 
versetzt war (im folgenden als PBS-M b32eichnet), gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden bai einsr 
Dichte von 2,5*10° Zeltenftnl In PBS-M mil Triton X-100 (Endkoruentration 1,0%) extrahiert Der Zellextrakt 
wurde durch Zentrifugation gektert (15*000 x g, 1 Stunde; 100 000 x g, 1 Stunde). 



Beiapiei 3 
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Herstellung von monoktonalen (TNF-BP)-Antik5rpem 

Eln gemSss Beispiel 2 erhaltener ZentrifugationsUberstand aus Kultivierung von HL60-Zellen im 
experimentellen Labormasstab wurde im Verhaitnls 1:10 mit PBS verdQnnt Der verdUnnte Ueberstand 

s wurde bei 4*C auf eine SMule aufgetragen (Flussrate: 0,2 ml/min.). die 2 ml Afftgel 10 enthielt (Bio Rad 
Katalog Nr, 153-6099), an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-o [Pennica, O. et al. (1984) Nature 312 , 
724; Shirai, T. et al. (1985) Nature 313 , 803; Wang, A.M. et al. (1985) Science 228 , 149] gemass den 
Empfehlungen des Herstellers gekoppett worden war. Die S3uie wurde bei 4* C und einer Durchflussrate 
von 1 ml/min zuerst mit 20 ml PBS, das 0,1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 

io So angereichertes TNF-BP wurde bei 22° C und einer Flussrate von 2 ml/hiin mit 4 mi 100 mM Glycin, pH 
2.8. 0,1% Decyimaitosid eiuiert Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Enheit [Amicon] auf 10 ul 
konzentriert 

10 jxl dieses Buates wurden mit 20 ul vollstandigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemischt Je 10 ul der Emulsion wurden gemass dem von Holmdahl, R. et al. [(1985), J. Immunol. Methods 
is 83 379] beschrtebenen Verfahren an den Tagen 0, 7 und 12 In eine hintere Fusspfote einer narkotisierten 
Balb/c-Maus injiziert 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getdtet der popliteale Lymphknoten herausgenommen, 
zerkieinert und in Iscove's Medium (IMEM, QIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 2 g/l NaHCO* enthielt durch 
wiederholtes Pipettieren suspendiert Gemass einem modifizierten Verfahren von De StGroth und Schei- 

30 degger [J. Immunol. Methods (1980). 35 , 1] wurden 5x10/ Zeiien dee Lymphknotens mit 5x107 PAI Maus- 
Myelomazellen (J.W. Stocker et al.. Research Disclosure, 217, Mai 1982, 155-157), die sich in logarithm!*- 
schem Wachstum befanden, fusioniert Die Zeiien wurden gemischt, durch Zentrifugation gesammelt und 
durch leichtes SchQttein in 2 ml 50% (wv) Polyethylenglycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch iangsame Zugabe von 10 ml IMEM wahrend 10 Minuten vorsichtigen SchOttelns verdQnnt Die 

25 Zeiien wurden durch Zentrifugation gesammelt^ in 200 ml vollstandigem Medium [IMEM + 20% fatales 
KSIberserum, Giutamin (2,0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM)7100UM Hypoxanthine. 0,4 uM AminopterF^ 
ne und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert Die Suspension wurde auf 10 Gewebekulturschalen, die 
jeweils 96 Vertiefungen enthieiten. verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37* C in einer Atmosphere 
von 5% COa und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 1 1 Tage lang inkubiert 

30 Die AntikSrper zeichnen sich aus dure* ihre inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
oder durch Ihre Bindung an Antigen im Fiitertest gemSss^ispiel 1. Zum Nachweis der biologischen 
Aktivitat von anti(TNF-BP)-Antik5rpern wurde folgendermassen verfahren: 5x10 s HL60 oder U937-Zellen 
wurden in vollstandigem RPM1 1640 Medium zusammen mit affinitatsgereinigten monoklonalen anti-(TNF- 
BP)-AntikSrpem oder Kontrollantik5rpem (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 

35 Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bfs 10 ug/ml inkubiert Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C wurden 
die Zeiien durch Zentrifugation gesammelt und mit 4,5 ml PBS bei 0°C gewaschen. Sie wurden in 1 mi 
vollstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2), das zusStzlich 0.1% Natriumazid und 12S l-TNFa (10 s 
cpm/ml) mit oder ohne Belgabe von unmarfdertem TNFa (s.o.) enthielt, resuspendiert Die spezifische 
Radioaktivitat des ,23 I-TNFci betrug 700 Ci/mmol. Die Zeiien wurden 2 Stunden bei 4*C Inkubiert, 

40 gesammelt und 4 maJ mit 4,5 ml PBS, das 1% BSA und 0,001% Triton X 100 (Fluka) enthielt bei 0°C 
gewaschen. Dte an die Zeiien gebundene Radioaktivitat wurde in einem -rScintiliations-zahler gemessen. In 
einem verglelchbaren Experiment wurde die zeilgebundene Radioaktivitlt von Zeiien, die nicht mit anti- 
(TNF-BP>-Antik8rpem behandeit worden waren, bestimmt (ungefShr 10 000 cpm/SxlO 5 Zeiien). 

Beispiel 4 



so Affinftatschromatographie 

F0r die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemlss Beispiel 3 erhaltener monoWonaler antt-{55 kD 
TNF-BP)-Antik8fp8r (2,8 mg/rnl Qel), TNF« (3,0 mg/ml Qel) und Rlnderserumalbumin (BSA, 8.5 mg/ml Gel) 
gemSss den Vorschriften des Herstellers tovatent an CNBr-akthrferte Sepharose 48 (Pharmacia. Uppsala, 
as Schweden) gekoppalt Der gemlss Beispiel 2 erhaltene Zellextratt wurda Ober die so hergestellten und in 
der tolgenden Reihenfolge hinterelnandergesenalteten Siuten geleitet BSA-Seprtarose-VorsSule. tmmunaffi- 
nratssSule [AntK55 kT>TNF-BP>-Anak8rpsrI, TNFo-Ugand-AfflnltatssauIe. Nach vollstandigem Auftrag wur- 
den die beiden tetetgenannten SSulen abgetrennt und elnzeln (Or sich rnlt Je 100 ml der folgenden 
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Pufferiosungen gewaschen: (1) PBS. 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; (2) PBS, 
0.1% Triton X-100, 0.5M NaCI. 10 mM ATP. 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS. 0.1% 
Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin. Sowohl die Immun- als auch die TNFa-Ugand- 
Affini&tss&ule wurden dann mit 100 mM Gtycin pH 2.5, 100 mM NaCI. 0.2% Decylmaltoside. 10 mM 
Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin Jede fOr sich eluiert Die Im Filtertest gemSss Befspiel 1 aktiven Fraktionen 
jeder SSule wurden danach jeweils vereint und mit 1 M Tris pH 8,0 neutralisiert 

Die so vereinten TNF-BP-aktivea Fraktionen der Immun-AffinitMtschromatographie einerseits und der 
TNFcrUgand-AfftnitStschromatographie andererseits wurden zur weiteren Reinigung nochmais auf je eine 
kteine TNForLigand-AffinitatssSule aufgetragen. Danach wurden diese beiden Siulen mtt je 40 ml von (1) 
PBS. 1,0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (2) PBS, 0,1% Triton X-100, 0.5M NaCI, 
10 mM ATP, 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. (3) PBS, 0,1% Triton X-100, (4) 50 mM Tris PH 7.5. 
150 mM Nad 1.0% NP-40. 1,0% Desoxycholat 0.1% SOS. (5) PBS. 0,2% Decylmaltosid gewaschen. 
Anschliessend wurden die SSulen mit 100 mM Gtycin pH 2.5, 100 mM NaCI, 0,2% Decylmaltosid eluiert 
Fraktionen von 0,5 ml von jeder Slule wurden fOr sich gesammeft und die gemSss Filtertest (Beispiei 1) 
aktiven Fraktionen von jeder Saule jeweils fOr sich vereint und in einer Centricon-Enheit (Amicon, 
Molekulargewichts-Ausschluss 10 000) aufkonzentriert 



Beispiei 5 



Auftrennung mittels HPLC 

Die gemiss Beispiei 4 erhaitenen aktivecuFraktionen wurden gemSss ihrer unterschiedlichen Herfcunft 
(Immun- bzw. Ugand-AffinitStschromatographie) jeweils fUr sich* £0f C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-S2u1e?f 
(ProRPC. Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% TrifluoressigsSure, 0,1% Octylglucosid equilibriert worden 
waren. aufgetragen. Die SSulen wurden dann mit einem iinearen Acetonitril-Gradienten (0-80%) im gieichen 
Puffer bei einem Russ von 0.5 ml/min eluiert Fraktionen von 1 ,0 ml wurden von jeder Saule gesammeit 
und die aktiven Fraktionen von jeder SSule fOr sich vereint (Nachweis gemSss Beispiei 1 ). 



Beispiei 6 



Auftrennung mittels SDS-PAQE 

Die gem&ss Beispiei 5 erhaitenen und gemSss Filtertest (Beispiei 1) dk^/er\ Fraktionen wurden durch 
SDS-PAGE gem3ss [34] welter aufgetrennt Dazu wurden die Proben in SDS-Probenpffer wahrend 3 
Minuten auf 95° C erhitzt und anschliessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgel eiektrophoretisch aufgetrennt Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Mofekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Bchproteine verwendet Phosphorylase B (97,4 kD), BSA 
(68,2 kD). Ovalbumin (42J kD), Carboanhydrase (31,0 kD), Soya Trypsin-Inhibitor (21,5 kD) und Lysozym 
(14,4 kD). 

Unter den genannten Bedlngungen wurden fQr Proben, die gemfiss Beispiei 4 durch TNF-o-Ugandenaf- 
finitatschromatographie von Immunaffinititschromatographleeluaten erhaften und durch HPLC gemlss Bei- 
spiei 5 welter aufgetrennt worden waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie dret schwMchere Banden 
von 38 kD, 36 kD und 34 kD erhaiten. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad, 
Richmond. California, USA) elektrophoretisch wShrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris. 192 mM Glycin, 
20% Methanol auf eine PVDE-Membran (lmmobilon, MiWpore. Bedford, Mass. USA) transferiert Danach 
wurde die PVDF-Membran entweder mit 0,15% Serva-Blau (Sen^a, Heidelberg, BRD) in 
Methane l/Wasser/Esessig (50/40/10 Votumenteile) auf Protein gefirtot Oder mit entfettetem Milchpulver 
blocWert und anschliessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-AWMtit mit ,s l-TNFa gemSss den in 
Beispiei 1 beschriebenen Ritertestbedlngungen inkubiert Dabei zeigte sich, dass alle in der ProteinfSrbung 
zur Darstellung gelangten Banden spezifisch TNFo banden. Alle diese Banden banden Im Western Blot 
nach Towbin et al. [38] auch den gemlss Beispiei 3 hergesteliten monddonalen Anti-55kD-TNF-BP- 
AntikSrper. Dabei wurde ein gemlss dem In Beispiei 1 beschriebenen Verfehren mit Na lS I radioaktiv 
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markierter, affiniffitsgereinigter (Mausimmungiobulin-Sepharose-4B-Affinifitss3uIe) Kaninchen-anti-Maus- 
Immunoglobuiln-AntikSrper zum autoradicgraphischen Nachweis dieses AntikSrpers eingesetzt 

Proben, die gemSss Beispiel 4 durch zweimalige TNF-o-Ligandenaffinitatschromatographie des Durch- 
laufs der ImmunaffinitStschromatographle erhalten und durch HPLC gemSss Beispiel 5 welter aufgetrennt 
worden waren, zeigten unter den oben spezifizierten SDS-PAGE- und Blottransfer-Bedingungen zwei 
zusatzlfche Banden von 75 kD und 65 kD. die beide im Filtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. Im 
Western Blot gemSss Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteine dieser beiden Banden nicht mrt dem 
gemass Beispiel 3 hergestellten anti-(55 kD TNF-BP)-Antik5rper. Sie reagierten aJIerdings mit einem 
monoklonalen AntikcJrper, der ausgehend von der 75 kO-Bande (anti-75 kD TNF-BP-AntikSrper) gemSss 
Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiel 7 



AminosSuresequenzanalyse 



Zur Aminosauresequenzanalyse wurden die gemSss Beispiel 5 erhaltenen und gemSss Fiftertest 
(Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschriebenen, nun jedoch reduzierenden, SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithlothreitol) aufgetrennt Es wurden die gleichen 
Banden wie gemlss Beispiel 6 gefunden, die ailerdings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergieich zu Beispiel 6 alle um etwa 1-2 kD hSher© Molekulargewichte zeigten. Dies® 
Banden wurden dann gemSss Beispiel 8 auf PVDF-Membranen Qbertragen und mit 0,15% 35 Serva-Blau in 
Methanol/Wasser/Esessig (50/40/10 Vofumente^j^hcend 1 Minute gefSrbt mit Methanol/Wasser/Esessig 
(45/48/7 Volumenteile) entflrbt mit Wasser gespQit luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bel sSmtlP*" 
chen Schritten wurden zur Vermeidung von N-terminafer Blockierung die von Hunkapiller [34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. ZunSchst wurden die gereinigten TNF-BP unverSndert zur AminosSuresequen- 
zierung eingesetzt Urn zusStzliche Sequenzinformation zu erhalten, wurden die TNF-BP nach Reduktion 
und S-Carboxymethylierung [Jones, B.N. (1988) In "Methods of Protein Microcharacterisation", J.E Shively, 
ed., Humana Press, Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan* {TarrfrI.E in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation". 165-168, op.dt), Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPtC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt So vorbereitete Proben wurden dann in einem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-GerSt (Applied Biosystems Model! 470A t ABI. Foster City, 
Calif., USA) mit einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-AminosSureanalysator (Applied 
Biosystems Modell 120, ABI s.o.) sequenziert wobei die foigenden AminosSuresequenzen bestimmt 
wurden: 

1 ., FOr die 55 kD-Bande (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): 

Leu-Val-Pro-Hls-l^u-Gly-Asp-Arg-Glu-tys-^^ 

Asn-SeMIe, 

und 

Ser-Thr-Pro^iu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu^Iu^ty-Thr-Thr-Thr-Lys 

wobei X fOr elnen AminosSurerest steht der nicht bestimmt warden konnte. 

2. f FOr die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): 

Leu-Val-PrcnHis-Leu-Gly-AsP-Arg-Glu 

3., FOr die 85 kD*Bande (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): Be) der N-terminalen Sequenzierung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 1 5. Rest ohne Unterbrcchung zwei parailele Sequenzen ermittett Da 
eino der beiden Sequenzen einer Teilsequenz dee Ubiquitins [36,37] entsprach, wurde fOr die 65 kD- 
Bande die folgendo Sequenz sbgefeitet 
Leu-Pro-A!a-GlivVa^Ala-Phe-X-Pro-T^^ 

wobei X «k einen AminosSurensst steht. der nicht bestimmt warden konnte. 
Weitere Peptidsequenzen fOr 75(65)kDa-TNF-BP wurden bestimmt 
lle-X-Pro-Gly-Phe-Gty-Val-Ai^Tyr-^ 
und 

Ser-GlrvUu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-^^ 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 

und 
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AsrvQIn-Pro-<Sln-AIa-Pro-GIy-Val-GIu-Ala-Ser-Gly-AIa-Gly-Glu-Ala 
und 

Leu-Cys-Ala-Pro 
und 

s Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp 
und 

Gly-Ser-GIn-GIy-Pro-Glu-Gln-GIn-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

wobei X fOr einen Aminoslurerest stent, der nicht bestimmt werden konnte. 

10 

Beispiel 8 



75 Bestimmung von Basen-Sequenzen von kompIementMrer DNA (cDNA) 



Ausgehend von der Aminosluresequenz gemSss Formel IA wurden unter BerQcksichtigung des 
genetischen Codes zu den Aminossiureresten 2-7 und 17*23 entsprechende, vollstMndig degenerterte 
Oligonucleotide in geeigneter KomplementaritSt synthetisiert ("sense 0 and °antisense a Oligonucleotide). 

20 Totale zellulSre RNA wurde aus HL60-Zeflen Isoflert [42, 43], und der erste cDNA-Strang durch Oiigo-dT- 
Priming Oder durch Priming mit dem "antisense" Oligonucleotid mittels eines cDNA-Synthese-Wts (RPfl~ 
1256. Amersham. Amersham, England) gemSss der Anleitung des Herstellers synthetisiert Oieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten degenerierten "sense" und "anti-sense 0 Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Perkin Elmer Cetus, Norwaik, CT, USA gemSss Anleitung des 

25 Herstellers) dazu verwendet die fQr die AmiRssSure-Beste 8-16 {Formel IA) codierende Basesequefts aJs 
cONA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cONA-Fragmentes lautet 5*^ 
AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3. Dieses cDNA-Fragment wurde als Probe verwendet, um nach 
bekannten Verfahren einen fOr das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Klon in einer Xgt11-cDNA-Genbank 
von menschficher Placenta zu identifizieren (42,43). Dieser Klon wurde dann nach Qblichen Methoden aus 

30 dem \-Vektor geschnttten und in die Plasmide pUCl8 (Pharmacia, Uppsala, Sweden) und pUC19 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/MT5mp19 Bacteriophagen (Pharmacia, Uppsala, 
Sweden) kloniert (42,43). Die Nukleotfdsequenz dieses cDNA-KIons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biochemical, Cleveland, Ohio, USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt Die NukJeotidsequenz 
und die daraus abgeleitete AmlnosSuresequenz fQr das 55 kD TNF-BP und dessen Signalpeptid 

35 (AminosSure °-28 CT bis Aminosiure °0°) ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik Qblichen 
AbkQrzungen fQr Basen wie Aminosduren dargesteltt Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefihr 180 AminosSuren errthaltende N-termtnale wie 220 
AminosSure enthaltende C-terminaJd DomSnen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 AminosSuren (in Rgur 1 unterstrichen) getrennt werden, bestimmen. Hypo- 

40 thetische Giykosyiierungsstellen sind In Figur 1 durch Sterne Qber der entsprechenden AminosSure 
gekennzeichnet 

Im WesentOchen analog® Techniken wurden dazu eingesetzt, 75/65 kD TNF-BP codierende Partielle 
cDNA-Sequenzen zu identifizieren, wobei alierdings in diesem Fall genomische humane DNA und von 
Peptid I1A abgeleiteten voltstandfg degenerierte 14-mere und 15-mere "sense 0 und "antisense" Oligonu- 

45 cieotide verwendet wurden, um eine primSre, 28 bp cDNA-Probs in einer Polymerase-Kettenreaktion 
herzustellen. Diese cDNA-Probe wurde dann dazu vemendete In einer HL-60 cDNA-Bibiiothek cDNA-KJone 
von verschiedener LSnge zu identifizieren. Diese cDNA-BibHothek wurde mittels IsoOerter HL60 RNA und 
einem cDNA-KJonierungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergesteitt Die Sequenz eines 
solchen cDNA-Wons 1st in Rgur 4 dargesteltt, wobei ncchmaflge Sequenzierung zu folgender Korrektur 

so fuhrte. An Steile des Serins in Position 3 muss ein Threonin das von °ACC° nicht von °TCC° kocfiert wird. 
— * stehen. 



Beispiel 9 

55 



Expression in COS 1-ZelIen 
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FOr die Expression in COS-Zeilen wurden Vektoren ausgehend von dem Plasmid "pN1 1 ° konstruiert 
Das Plasmid q PNir enthSIt den effizienten Promotor und Enhancer des "major immediate-early" Gens 
des menschlichen Cytomegalovirus ("HCMV°; Boshart et aJ., Cell 41^ , 521-530, 1985). Hinter dem Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, weiche mehrere Restriktionsschnittstellen enthSIt die nur einmal im 
5 Plasmid vorkommen ("Polyllnker"), uj. die Schnittstellen fQr Hindlll, Bail, BaMHI und Pvuli (siehe Se- 
quenz). 

PVUII 

w 5 ' - AAGCTTGGCC AGGATCCAGCTG ACTGACTG ATCGCG AGATC - 3 1 

3 1 -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 1 



Hinter diesen Schnittstellen befinden sich drei Transiations-Stopcodons in alien drei Leserastem. Hinter der 
75 Polylinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das Polyadenyiierungssignal des Praproinsulingens der 
Ratte (Lomedico et at. Cell 18 . 545-558, 1979). Das Plasmid enthSIt femer den Replikationsursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus p8R322, das E. coii-Bakterien Ampicilfin-Resistenz verleiht und die 
Replikation des Plasmids in E coli ermdglicht 

Zur Konstruktion des Expressionsvektors °pN123° wurde dieses Plasmid °pN11° mit der Restriktions- 
2Q endonuklease Pvull geschnitten und anschliessend mit aikalischer Phosphatase bshandelt Der dephospho- 
rytierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel isoliert (VI). Die 5 -GberhSngenden Nukieotide des — 
EcoRI-geschnrttenen 1 ,3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cONA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von 
Klenow-Enzym aufgefQIlt Anschliessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel isoliert (F1). 
Danach wurden V1 und F1 mittels X4-Ugase miteinander verbunden. E. coli HB101*Zellen wurden dann mit 
25 diesem Ugterungsansatz nach bekannten Metbgcten [42] transformiert Mit Hilfe von Restnktionsanaiy$en 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transform anten identifiziert, die mit einerrr"- 
Plasmid transformiert worden waren, welches das 1,3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA in der 
fQr die Expression Uber den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthieft Dieser Vektor erhiett die 
Bezeichnung ^123". 

m Zur Konstruktion des Vektors °pK19° wurde folgendermassen verfahren. Sn DNA-Fragment. welches 
nur die fQr den extrazellulSren Teil des 55 kD TNF-BP codiessade cDNA enthllt (AminosSuren -28 bis 182 
gemass Figur 1) wurde mittels PCR-Technoiogie ertiatten (Saiki et at, Science 230 , 1350-1354, 1985, 
siehe auch Beispiel 8). Die folgenden Ollgonukleotide wurden, urn die fQr den extrazellularen Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123° zu amplifizieren. verwendet 

35 

BAMHI 

5 » -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 1 



40 ASP718 

3 1 -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 1 

Durch diese Ofigonukieotlde wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter Aminosdure 182 
45 eingefOhrt Das so amplifizierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp716 geschnittene die hierbei 
entstandenen Qberstehenden Enden mit Hilfe des KJenow-Enzyms aufgefQIlt und dieses Fragment an- 
schliessend aus einem Agarosegel tsofiert (F2). F2 wurde dann mit V1 Eigiert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coO HB101, wie bereits beschriebene verwendet Transformanten, die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das DNA-Fragment in der fQr die Expression Qber den 
50 HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthietten, wurden mittels DNA-Sequenzierung (s.o.) identifiziert 
"~ Das daraus isoNerte Plasmid erfifelt die Bezeichnung °pK19°. 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden °pN123° ©der "pKlS" wurde nach der von Feigner et 
at. verdffentSchten Upofections-Methode (Proa Natl. Acad. Sd. USA 84 , 7413-7417, 1987) durchgefQhrt 72 
Stunden nach erfolgter Transfektion wurden die mit °pN123° transfOerten Zelten nach bekannten Metho- 
53 den mit 123 hTNFa auf Bindung analysiert Das Resultat der Scatchard-Analyse [Scatchard, Q.. Ann. N.Y. 
Acad. Set. 51 , 680. 1949] der so erhaltenen Bindungsdaten (Rgur 2A) 1st En Rgur 2B dargesteltt Die 
KulturilberstSnde der mit D pK19° transfizierten Zellen wurden In einem w Sandwich°-Test untersucht Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech, Arlington. VA, USA) mit 100 ul/Loch eines Kaninchen-anti-Maus 
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ImmunglobuGns (10 ug/ml PBS) sensibilizer! Anschiiessend wurde die Platte gewaschen und mit einem 
anti-55 kD TNF-8P-Antik5rper t der gemSss Belspiel 3 durch seine Antigenbindung nachgewiesen und 
isoliert wurde, der aber die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert inkubiert (3 Stunden, 20 *C). Die Platte 
wurde dann wieder gewaschen und Ober Nacht bei 4° C mit 100 ul/Loch der KutturOberstMnde (1:4 verdQnnt 
mit 1% entfetteter Mjlchpulver enthaitendem Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM NaCI, 5 mM EDTA, 
0.02% Na-Azid) inkubiert Die Platte wurde entleert und mit t23 l-TNFa enthaitendem Puffer A (10 5 cpm/ml, 
100 ul/Loch) mrt Oder ohne Zusatz von 2 ug/ml unmarkiertem TNF wahrend 2 Stunden bei 4°C inkubiert 
Danach wurde die Platte 4 mal mit PBS gewaschen, die einzeinen Locher wurden ausgeschnitten und in 
einem 7-ZIhter gemessen. Die Resultate von 5 parailelen Transfektionen (SSuien & 2, 3, 4, 6 und 7), von 
zwei Kontroll-Transfektionen mit dem pN11-Vektor (Slulen #1,5) und von einer Kontrolle mit HL60^Zell- 
Lysat (SSule O 8) sind in Figur 3 dargestelft 



Beispiel 10 



Expression in Insektenzellen 

FQr die Expression in einem Baculovtrus-Expressionssystem wurde von dem Plasmid °pVL94i a 
(Luckow und Summers, 1989. °High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
California Nuclear Poiyhedrosis virus Expression Vectors 0 , Virology 170 , 31-39) ausgegangen und dieses 
folgendermassen modifeiert Es wurde die einzige EcoRI-Restriktionsschnittstelie in °pVL941° entfemt, 
indem das Plasmid mit EcoRI geschnitten und die Qberstehenden s'-Enden mit Wenow-Enzym aufgefQIit 
wurden. Das hieraus erhaJtene Plasmid wurde^mft BamHI und Asp718 verdaut und- der 

Vektorrumpf anschiiessend aus einem Agarosegel Isoliert Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen" 
Oligonukleotid der folgenden Sequenz tigiert 

BamHI EcoRI Asp718 

5' - GATCCAGAATTCATAItSAG - 3« 

3 1 - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5' 

E. coli HB101 wurde mit dem Ugierungsansatz transfbrmiert und Transform anten, die ein Plasmid 
enthielten, in welches das ORgonukieotid konrekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Plasmid wurde "PNR704" 
genannt Zur Konstruktion des Transfervektors °pN113° wurde dieses Plasmid °pNR704° mit EcoRI 
geschnitten, mit aikaOscher Phosphatase behandett und der so erzeugte Vektorrumpf (V2) anschiiessend 
aus einem Agarosegel tsoflert Das wie oben mit EcoRI geschnrttene 1 ,3 kb-Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 figiert Mit diesem Ugierungsansatz erhaitene Transformanten, die ein 
Plasmid enthielten, welches das cDNA-lnsert in der korrekten Orlentierung fQr die Expression Qber den 
Polyhedrinpromotor enthielten. wurden identifiziert (s.o.). Der daraus isolierte Vektor ertiieit die Bezeichnung 
"PN113°. 

Zur Konstruktion des Transfervektors °pN119° wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
EcoRI/EcoRl-Fragment der 55 kD TNF-BP cONA in dem °pUC19°-P!asmid (siehe Beispiel 8) wurde mit 
Banl verdaut und mit dem folgenden synthetischen Oligonukleotid figiert 

Bsnl AS&718 
5' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3' 

* r 

3* - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5' 

Mit dem obigen Adaptor werden zwei Stopccdons der Translation hinter Aminos&ure 182 und eine 
Schnittstelle fOr die RestriktionsehdonuWease Asp718 eingebaut Nach erfbtgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp718 verdaut und das partfelle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) Isoliert Wetterhtn wurde das 
ebenfails mit Asp718 und EcoRI geschnrttene Plasmid °pNR704° mit F3 figiert und der Ugierungsansatz in 
E coQ HB101 transformiert Die Identrflkatfon der Transformanten, welcho ein Plasmid enthielten, in das die 
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partietle 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fQr die Expres sion integriert worden war, erfolgte wie bereits 
beschrieben. Das aus diesen Transformanten isolierte Plasmid erhielt den Namen °pN119°. 

Zur Konstruktion des Transfervektors °pN124° wurde foigendermassen vorgegangen. Das in Beispie! 9 
beschrieban©, fQr den extrazellulMren Tail des 55 kD TNF-BP codierende cDNA-Fragment wurde mit den 
angegebenen Oligonukleotiden mrt Hilfe der PCR-Technologie, wie in Beispiel 9 beschriebene amplifiziert 
Dte$es Fragment wurde mit BamHI und Asp7l8 geschnitten und aus einem Agarosegel isoliert (F4). Das 
Plasmid "pNR704° wurde ebenfalls mit BamHI und Asp718 geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isoliert (s.o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden flgiert E. coll HB101 damit transformiert und der 
rekombinante Transfervektor *pNl24 0 wurde, wie beschrieben, identifiziert und Isoliert 

Zur Transfektfon der insektenzellen wurde foigendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervektors 
°pN113° wurden mit 1 ug DNA des Autographa callfomica-Nuklear-polyhedrosisvirus (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transferer! Polyhedrin negative Viren wurden identifiziert und aus 
"Plaques" gereinigt [52]. Mit diesen rekombinanten Vlren wurden wiederum Sf9 Zellen wie in [52] 
beschriebene infiziert Nach 3 Tagen in Kultur wurden die infizierten Zellen auf Bindung von TNF mitteis 
125 l-TNFa untersucht Dazu wurden die transfektierten Zellen mit einer Pasteurpipette von der Zellkuitur- 
schale abgewaschen und be! einer Zelldichte von 5x10 s Zellen/ml KuKurmedium [52], das 10 ng/ml 123 1- 
TNF-a enthieft, sowohl in Anwesenhect wie Abwesenheit von 5 ug/ml nichtmarkiertem TNF-a resuspendiert 
und 2 Stunden auf Es inkubiert Danach wurden die Zellen mrt reinem Kulturmedlum gewaschen und die 
zellgebundene Radloaktivttat in einem y-ZMhler gezahlt (siehe Tabelle 2). 

Tabelie 2 



Zellen 


Zellgebundene 
RadioaktivttSt pro 10 6 
- ZoUen 


nichtinfizjerte Zellen (Kontrolle) 


60 cpm 


infizierte Zellen 


1600 * 330 cpm 



!) Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



Beispiel 11 

Analog zu dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das fQr den extrazellulSren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment. nun jedoch mit den foigenden Oligonukleotiden als Primer, in 
einer Polymerases Kettenreaktfon amplifiziert 

Oligonukleotid 1: 

Ssfc I 

5'-TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA T6-3 ' 

Oligonukleotid 2: 

- r 

*- • 

• SBfc I 

5 ' -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG- 3 8 
Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCD4-H73-Vektor [DSM 5523; Europlische Patentanmeldung Nr. 
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90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/90] figiert. 
aus dem die 004-cONA Ober die Sst l-Restriktions-Schnittstelien herausgenommen worden war. Sstl- 
Schnittstellen befinden sich in dem Vektor PCD4-H73 sowohl vor wie in dem CD4-Tei1sequenzstQck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mitteis Protopiastenfusion nach 01 et al. (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 , 

5 825-829. 1983) in J558-Myelomzeilen (ATCC Nr. TIB6) transfizlert Transfektanten wurden durch Zugibe 
von 5 ug/ml MycophenolsSure und 250 ug/ml Xanthin (Traunecker et ai. ? Eur. J. Immunol. 16 , 851-854 
[1988]) in das Grimdmedium (Dulbecco's modifiziertes Eagle's Medium, 1.0% fotales KSiberierum, 5 x 
lO^M 2-Mercaptoethanol) selektioniert Das von den transftzierten Zelien sekretierte Expressionsprodukt 
konnte mitteis Ublicher Methoden der Proteinchemie, z.B. TNF-BP-AntikSrper-AffinitMtschromatographie, 

10 gereinigt werden. Falls nicht bereits speziflsch angegeben, wurden zur Kultivierung der verwendeten * 
Zelllinien, zum Klonieren, Sefektionieren bzw. zur Expansion der klonierten Zellen Standardverfahren, wie 
z.B. von Freshney, R.I. in "Culture of Animal Cells", Alan R. Uss. Inc., New York (1983) beschrieben, 
verwendet 
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AnsprUch© 

40 

1. Nichtldsliche Proteine und ItisPche Oder nichtldsliche Fragmente davon, die TNF binden, In homogener 
Form, sowie deren physiologisch vertrlgliche Salze. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1, die durch Molekulargewichte gemSss SOS-PAGE unter nichtreduzie- 
renden Bedingungen von etwa 55 kO und 75 kO charakterisiert sind. 

45 3. Verbindungen gemSss einem der Ansprtiche 1 und 2, die wenigstens eine der folgenden AminosSurese- 
quenzen enthalten: 

leu-Va^Pro-Hls-Leu-Giy-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Se^ 

Ser-lle; 

Ser-TTir^o-Glu-Lya^lu-Gly-Glu-Leu^lu-Gly-Thr-Thr-Thr-Ly^ 
so LeihPrc>-Ala^!n-Vai-Ala-Phe-X-^ 
^e-X-Pro^ly-Phe^ly-Val-Ala-TVr-Pro-Ala-Leu-Glu; 
SerKSlrhLeu-Glu-Thr-Pro^lu-Thr-Leu-Leu-Glv^ 
Vai-Phe-Cys-Thn 

Asr^Gln-PrcH3lrhAla-Pro^ly-Val^lu-Ala-Ser^iy-Ala^Iy^tu-Al^ 

55 Leu-Cys-Ala-Pro; 

Vaf-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 
Giy-Ser-Gln-Giy-Pro-GliH3ln-GIrvX-X-Uu-lle-X-Ala-Pro 
wobei X fOr einen nicht bestimmten AmlnosSurerest steht 
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4. DNA-Sequenzen, die fOr nichtlSsliche Proteins Oder ISsfiche wie nichtlSsliche Fragments davon, die TNF 
binden, kodieren, wobei solche DNA-Sequenzen aus den folgenden auswShibar sind: 

(a) DNA-Sequenzen, wie sie in FIgur 1 Oder Rgur 4 dargestelit sind, wie deren komplementSren Strange, 
oder solche, die diese Sequenzen umfassen; 
5 (b) DNA-Sequenzen, die mit wie unter (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisieren; 
(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht mit Sequenzen, wie unter 
(a) und (b) definierte hybridisieren, aber die fQr Polypeptide mit genau gleicher AminosSuresequenz 
kodieren. 

5. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 4, die eine Kombination aus zwei Teii-DNA-Sequenzen umfassen, 
io wobei die eine Teiisequenz fUr ISsliche Fragments von nichtlQsilchen Protelnen, die TNF binden kodiert 

und die andere Teil-Sequenz, fOr alle DomSnen ausser der ersten DomSne der konstanten Region der 
schweren Kette von humanen Immungiobullnen, wie IgG, IgA, IgM bzw. IgE, kodiert 

6. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 5, wobei besagte humane Immunglobuiine IgM bzw. solche der 
Masse IgQ sind. 

is 7. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 8, wobei besagte humane Immunglobuiine solche vom Typ Igl bzw. 
Ig3 sind. 

a Von DNA-Sequenzen gemSss einem der AnsprQche 4-7 kodierts rekombinante Proteine, wie alielische 
Varianten, oder Deletions-, Substitutions- oder Additionsanaloge davon. 

9. Vektoren, die DNA-Sequenzen gemSss einem der AnsprQche 4-7 enthaften und zur Expression der von 
20 diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischen- wie eukaryotischen Wirtssystemen geeig- 

net sind. 

10. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vektor gemSss Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemSss Anspruch 10, wobei diese SSuger- oder Insektenzellen sind. 

25 12. Gegen eine Verbindung gemSss einem dar^AnsprQche 1-3 oder 8 gerichtete Antikdrper. 

13. En Verfahren zur Isolierung einer Verbindung gemSss einem d^TAnsprOche 1-3, dadurch gekennzeiSfi 5- 
net dass man im wesentttchen die folgenden ReinigungsschrHte nacheinander ausfOhrt Herstellung eines 
Zellextraktes, ImmunaffinitStschromatographie und/oder ein- oder mehrfache UgandenaffinitStschromatogra- 
phie, HPLC und praparative SDS-PAGE und fails gewQnschte die so isolierten Verbindungen chemisch oder 

30 enzymatisch spaitet und/oder in geeignete Salze OberfQhrt 

14. En Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemMs^nspruch 8, das dadurch gekennzelchnet ist, 
dass man ein wis in Anspruch 10 cCir 11 beanspruchtes transformiertes Wirtssystem in einem geeignetsn 
Medium kuitiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium solche Verbindungen isoliert 

15. Pharmazeutische PrSparate, dadurch gekennzeichnet dass sie eine oder mehrere Verbfndung(en) 
05 gemSss einem der AnsprQche 1-3 oder 8, gewdnschtenfalls in Kombination mit we'dteren pharmazeutisch 

wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutfsch vertrSgflchen TrSgermaterialien ent- 
haJten. 

16. Pharmazeutische PrSparate zur Behandlung von Krankheiten, bei denen TNF Invoh/iert ist, wobei solche 
PrSparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) gemSss einem der 

40 AnsprQche 1-3 oder 8, gewQnschtenfails in Kombination mtt weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutisch vertrSgflchen TrSgermaterialien enthaJten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemSss einem der AnsprQche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
ten. 

18. Verwendung einer Verbindung gemSss einem der AnsprQche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhel- 
. 45 ten, bei denen TNF invoh/iert ist 

19. Ene wie in einem der AnsprQche 1-3 oder 8 beanspruchte Verbindung wann immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergestelft worden ist 
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Figur 1 




-185 

-125 CCCTOU^GTeftCCCaUUSGCJ^ 
-65 " "~~ " 




" 28 

-30 MetGly^uSarThrValPrci^LauI^uI^uSroLauValLsuI^uGluLsu 

—5 — - — 




• • o 

55 




^5 




30 
175 




50 ^^Sf^Xf^Sl? 1 ^^^!^ ® ^ 1 ^®i?5?!P^^^?^ E 9 ix ^ nH ^ s J-euArgHls 
235 




70 CysLauS<srCysS<^LysCysAs^ 
295 TGCCTa^TGCTCCJU^ 

355 — 



110 AsnI^uPheGInCysPft£^nCysS©£X^^ 

415 * * = *~ ~ ~ ~ 



130 GJiiGluLysGlnl^ThrValCysThsC^ 

• • • • • • 

150 CysVaiSsECysSarAsaCysLysLyaSsELsxsGluCys'EhsLyaLsuCysLeuProGln 
535 " 



170 IleGlu&snValLysGlvThrGli^pSei^lvThgT^^ 
595 

190 




655 TfCTS^CKSCTTTGCCTTTTASCCCTCCTCTT^TTGGTTTAaiGfATOGCTACCftACGG 



210 TEpLyeSerLysLeuTysSerlleValCysGlyLysSeg^teFroGluLysGluGlyGlu 
715 TG^^GTGCMGCTCTMTrC^TTGTxTGTGG^M.fCGM^JCCTG^MMSaGG^KSG 



230 l^uGluGlyT&gThgThgLysggoL!8uy,aggQA3nggoS<sggheSe£ggoThgggo<51y 

250 



270 

895 TAS&CC£CCGGrGJ^GTCCayycm^^ 



290 

955 CAGGGGGCTG^CCCA^TTGCGAay^^ 
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jgur 1 (Forts 



310 GlnLysTrpGluAspSerMaHisLysProGlnSerl^uAspThrAspAspProAlaThr 

1015 CA^AGTG3GftGGACAGCGCCCACMGCCACAQA^CTA^JCACT®.TGACCCCGCGACG 

330 LauTyrMaValVaiGIuAsnValProPrQl^u^rgTrpLysGluPheValArgArgLau 

1075 CTGTACGCCGTGGTGGAGMCGTGCCCCCGTTGCGCTGGMGGMTTCGTGCGGCGCCTA 

350 Glyl^uSerAspHisGlulieAsp^Z^^luI^uGlnisnGlyArgCysI^uArqGlu 

1135 GGSCTGaGCGftCOy:GJ«&TCG&^ 

• • o • . # 

370 MaGlnTyrS®rMetLeuAlaTh£^rpAs<?arg^gThrFro^g^gGluMaThrLsu 

1195 GCGCM&&£&^TGCr?GGC^<^G&^^ 

° • o o • # 

390 GluI^uI^uGlyArgValLeuArgAsi^etAspLeuLauGlyCysLsuGluAspIleGlu 

1255 GM^GCTGGG^GCGTGCTCCGCG^^TGGSCCTGCTGGGCTGCCT^ 

• o o o • 0 

410 GluMaLsuCysGlyProAlaMaLsuProP?oAiaProSerL«uLeu^rg 

1315 GAGGCC£TTTGCG<XCCCGCCGCCCTCm£CCGC^^ 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTMGGACCGTCCTGCG^GATCGCCTTCCftACOCCACrTTTTTC 

1435 TGG&aftGG&GG^TCCTGC&GGG(^ 

1495 CCeTCGMGTJCAt&GCTTFICTCatX^^ 

1555 CGCG®JG^GMGTGCGCCGTGGGCTCM£I^CCTGJy3TGGGTGGT^ 

1615 M2SCtATGOCSCASGCCCGT^(32^ 

1675 GTTCGTCCCTGAGarTTTTTCaCJyGTGQiSft^^ 

1735 GTTTTGTTTTTMM'CMSCASGTTA^CS^T^^MCfTGGCACTCCTGTGCCCTCTG 

1795 CCTGGSC^GCACASAGCMGCTGAft(^GTCCT^GGCftGGGGCG^GCACGGAaCAATGG 

1855 GGCCTTCSGCTGGAGCTGTGGACTTTTGT^CASftCSCTM^TTCTGMGTTAAAMAM 

1915 A&CCCGM.TTC 
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FiCIUP 2A 
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Fiaur 3 
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Flaup 4 



t SepflseSopUe I eyaRspSopCysG I uRapiepThpTypThpG I nUuTppRsnTppUe i 

1 TegsaeTeeeTaTeTefleTeeTaTeflgeaeflgeaeaTacaeeeaocTeTgeaacTosgn 

21 Fp©G I yCyaLeuSopCyaG I ySepRpfeyaiQpiQpRstpG InUslgl uThpG I nR I eCys 

6i ceeeagTgeTT6aeeTeToecTeeegeT@TflgeTeToacea@gT0a8RaeTeflaaceTec 

■ 

41 ThpRpg g 1 yg I nRsnflpg 1 1 eCysThpeysRpgPpeg 1 yTppTypCysR I eUyfopLys 

1 2 1 fleTe6gg88efl6Rfice6e8TeTeefleeT6ea0geeeg§eTggT8eTaeae@eT68aea8i 

61 G 1 nG 1 yg 1 yCysflpf LeuCysfl I ePpeUyPpelyaeysflPiPpeG I yPh©G I yU@ 18 I e 

181 caggaggggTGeeggeTgTgeecgeegeTgeegfiBGTgeegeeegggenegsegTGgee 

• • • 0 . , 

8 1 RpfFpeG 1 y Thpg I yThpigpRsgUe I Ue I CysLysPpeCysfl I ePpeG I yThpPhgiep 

241 RgBeeagg^cTGRaReRTeBgRegTGgTOTgeaRgeeeTaTGeeeeoGgGflcgneTee 

' ' . • • • t 

101 BsnThpThpiQpSepThpflspl iQCylflpgfpeHlsGI-R+leCysflsnUelUelfllel I© 

3Qi R^esegaeTTeaTCCficggaTaTTTgeaggeeeeseeagaTeTgTBBegTggTGgceaTe 

• • • ■ • . 

1 21 Pp©G I yftsnft I @§@pRp§ftspft | @U@ I Cy8ThFS0pThi*SopP>oTlu»Ar«gSori1etfl I e 

3©i ceTgggB8Tgc8flgeaggg8Tge8gTeTgeaegT£efiegTeeeee8eeegg8gTaTggce 

• ■ • 9 • I 

1 4 1 PpeGlyBO eUe I H 1 aLQyPp@G I nPp§U@ I IspTfapRpfiepg I nH I sThrG I nPpeiQP 

421 ceaggggefigTBC8eTTRceee8geeagTgTee8e8eg8Teee8^e8cacocflgcefl8gT 

• • • * • . 

1 61 PpqGI uPpeiepThpfl I @Pp@Ssp?hp§@pPhgL@uLsuPp@f)@^gl yFpeSopPpePpe 

481 ccRgRscceHgeaeTGCTcesageflceTeeTTeeTgeTeee^Tgggeeeeflgeeceees 

• • I 0 t • 

181 fl I eg I yg I y§@pThpg I yflspPhaR I eUyPpeUe I g I yUu 1 1 ©Ue I g I yUe I ThpR I @ 
541 GCTgR8ggg8gefleTGGegaeTTCGeTeTTCC8gTTggReTg8TTgTGGGTGTGflCflgee 

• ■ • o o * 

261 LeuilyLauUul Iq! loglyUelUalRsfiCusUel i iQilo&ThpglnU® llysLyslya 
601 TTgggT€TR€TR^TR8TRggRgT@gTgR8€TgTgT€8T68TgRgC6RggTgRR8RRg8Rg 

• • • o • • 

221 Pp@Uy€ysUyg I nRpgg I uR I elysUe I Pp@H I sLouPpefl 0 eRapLysfl I eRpfG i y 

m ceeTTgTgeeTgeRgRgRgRRgeeRRggTGeeTe8eTTgeeTgeegRT88ggeeeggggT 

• a | so* 

344 Thpg In© 1 yPpeg I yg-l/jg I nH I sLquLqu 1 1 o?hp8 I ePpeSopiQpiopSepSQPiep 

?2i RCRSRgggeeeegRgeRgeRgeReeTgergRTe^e^gegeegRgeTeeRgeRgcRgeTee 

' • f 9 9 • 

2§ 1 U©yg I ylopfopfl I eSapR I aloyRspRpg Rpgfi 1 @Pp@ThpRp§89nG J nPpeG InRN 
781 CTggRGRgeTeggCCRgfgCgTTgGRCRgRRgggeoeeeRCTCggRRCeRgCCRCHggCR 
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Ficur 4 (Fortsetzung) 



28 1 ProG I yUa I G I ufl I aSerG 1 yfl I aG I yG I ufl I aflrgfl I aSer ThrG t y SerSerfl I aflsp 
84! CCRGGCGTGGRGGCCAGTGGGGCCGGGGAGGCCCGGGCCflGCflCCGGGaGCTCAGCAGAT 

30 1 SerSerProG i yG I yH i sG I y ThrG I nUa I RsnUa I ThrCys 1 1 eUa i flsnUa ( CysSep 
901 TCTTCCCCTGGTGGCCflTGCGflCCCflGGTCflfiTGTCflCCTGCflTCCTGflflCGTCTGTflGC 

• • i • i . 

321 SerSepflapH i sSerSerG I nCysSerStpG I nfl I aSerSerThrtlet 6 1 yflspThrflsp 
961 AGCTCTGflCCflCflGCTCflCflGTGCTCCTCCCflflGCCflGCTCCflCflflTGGGflGflCflCflGAT 

* • • • • a 

341 SerSerProSarG i uSerProLysAspG I uG t nUa I ProPheSerly s6 1 uG t uCyafl I a 
1021 TCCfiGCCCCTCGGflGTCCCCGflAGGfiCGfiGCflGGTCCCCTTCTCCflflGGAGGflflTGTGCC 

36 1 PheflrgSsrG I nleuG I uThrProG i uThrLeuLeuG I ySerThrG I uG I uLysPpoLeu 
1 08 1 TTTCGGTCACAGCTGGAGACGCCRGRGACCCTGCTGGGGAGCACCGRAGAGAAGCCCCTG 



381 PpoLeuGlyUalPpoAapfllaGlytletLysPpoStP 

till CCCCTTGGAGTGCCTGATGCTGGGATGARGCCCHGTTRACCAGGCCGGTGTGGGCTGTGT 

1201 CGTflGCCflfiGGTGGCTGflGCCCTGGCflGGflTGflCCCTGCGflflGGGGCCCTGGTCCnCCfl 

1 26 1 GGCCCCCHCCflCTflGGflCTCTGflGGCTCTTTCTGGQCCflflGTTCCTCTflGTGCCCTCCHC 

1 32 1 A6CCGCRGCCTCCCTCTGRCCTGCflG6CCRfiGfi6CRGA6GCRGCGflGTTGTGGRRA6CCT 

1381 CTGCTGCCflTGGCGTGTCCCTCTCGGfiflG6CTGGCTGGGCRTGGRCGTTCGGGGCflTGCT 

1441 GGGGCflflGTCCCTGfiGTCTCTGTGflCCTGCCCCGCCCflGCTGCflCCTGCCflGCCTGGCTT 

1 50 1 CTGGflGCCCnGGGnTTnGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1 56 1 TCTGCCCRGCTCTGGCTTCCflGRAflflCCCCAGCATCCTTTTCTGCflGRGGGGCTTTCTGG 

1621 flGR6GRGGGRTGCTGCCTGRGTCRCCCJlTGRRGflCR66RCflGTGCTTCRGCCTGRGGCTG 

1 68 1 AGRCTGCGGGRTGGTCCTGGGGCTCTGTGCRGGGRGGRGGTGGCRGCCCTGTRGGGRRCG 

1 74 1 GGGTCCTTCRRGTTRGCTCRGGRGGCTTGGRRRGCRTCRCCTCRGGCCRGGTGCRGTGGC 

1801 TCRCGCCTRTGRTCCCRGCRCTTTGGGRGGCTGRGGCGGGTGGRTCRCCTGRGGTTRGGR 

1 86 1 GTTCGRGRCCA6CCTGGCCRflCRTGGTRARRCCCCATCTCTRCTRRRRRTRCRGRRRTTR 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCACCTATAGTCCCAGCTRCTCRGRRGCCTGRGGCTGGGRRRT 

1 98 1 CGTTTGARCCCGGGRRGCGGRGGTTGCRGGGRGCCGRGRTCRCGCCRCTGCflCTCCRGCC 

2041 TGGGCGflCRGRGCGRGRGTCTGTCTCflflRRGRRRARRRRAARGCACCGCCTCCARRTGCT 

2101 flRCTTGTCCTTTTGTACCRTGGTGTGRAAGTCAGATGCCCA6AGGGCCCAGGCAGGCCRC 

2161 CATRTTCRGTGCTGTGGCCTGGGCRRGRTRflCGCRCTTCTRRCTRGRflATCTGCCRRTTT 

2221 TTTAAAAAAGTAAGTACCACTCAGGCCAACAAGCCAACGACAAAGCCAAACTCTGCCA6C 

22JI- CACATCCAACCCCCCA.QCTGCCATTTGCACCCTCCGCCTTCACTCCGGTGTGCCTGCA8 
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54 TNF-binding Proteins 

57 The present invention relates to non-soluble proteins as well as to their 
soluble and non-soluble fragments, which bind TNF, in homogeneous form, as well 
as their physiologically compatible salts, especially such proteins with a mole- 
cular mass of 55 or 75 kDa (non-reducing SDS-PA6E conditions), processes for 
isolation of such protein antibodies against such proteins, DNA sequences, which 
are coded for non-soluble proteins as well as for their soluble or non-soluble 
fragments, which bind TNF, as well as those encoded for proteins, consisting in 
one part of a soluble fragment that binds TNF and in another part of all domains 
save the first of the constant region of the heavy chain of human immunoglobulins 
and the recombinant proteins thus encoded as well as processes for their produc- 
tion by means of transformed prokaryotic as well as eukaryotic cells. 
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TNF-BINDING PROTEINS 

The Tumor Necrosis Factor (TNFet .also cachectin), discovered because 
of its hemorrhagic-necrotizing effect on certain tumors, and lytnphotoxin (TNF £ ) 
are two closely related peptide factors [3] of the class of lymphokines/cytokines, 
which will both from now on be designated as TNF [ see survey papers 2 and 3 ]. 
TNF disposes over a broad cellular performance spectrum. For instance TNF has an 
inhibiting or cytotoxic effect on a series of tumor cell lines [2,3], stimulates 
the proliferation of fibroblasts and the phagocytizing/cytotoxic activity of 
myeloid cells [4,5,6], induces adhesion molecules in endothelial cells or has an 
inhibiting effect on endothelium [7,8,9,10], inhibits the synthesis of specific 
enzymes in adipocytes [11] and induces the expression of histocompatibility 
antigens [12]. Some of these TNF effects are achieved via induction from other^"" 
factors or through synergistic effects with other factors, such as interferons 
or interleukins [13-16], for instance. 

TNF is involved in a series of patholigical conditions, for instance in 
shock conditions during meningococcal sepsis [17], during development of autoimmune 
glomerulonephritis in mice [18] or in case of cerebral malaria in mice [19] and 
humans [41]. Generally speaking, the toxic effects of endotoxin appear to be 
transmitted through TNF [20]. Furthermore, TNF can, just like interleukin-1, bring 
on fever [39]. Based on the pleiotropic functional characteristics of TNF it can 
be assumed that TNF is a participant in interaction with other cytokines in a 
whole series of further pathological conditions as mediator of immune response, 
inflammation or other processes. 

_ » r 

^^^^ -* * 

These biological effects are transmitted through TNF via specific receptors, 
with TNF* and TNF/ 3 both binding to the same receptors, according to the present 
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state of knowledge [21]. Different types of cells are differentiated by the number 
of TNF receptors [22,23,24]. Such quite generally considered TNF binding proteins 
(TNF-BP) were verified through covalent binding to radioactive marked TNF [24-29], 
with the following apparent molecular masses of the obtained TNF/TNF-BP complexes 
having been determined: 95/100 kOa and 75 kDa [24], 95 kDa and 75 kDa [25], 138 kOa, 
90 kDa, 75 kDa, and 54 kDa [26]. 100-5 kDa [27], 97 kDa and 70 kDa [28] and 145 kDa 
[29]. By means of anti-TNF-antibody-1mmunoaffinity chromatography and preparative 
SDS-polyacril amide gel electrophoresis (SDS-PAGE) such a TNF/TMF-BP complex could be 
isolated [27]. The reductive cleavage of this complex and the subsequent SDS-PAGE 
analysis resulted in several bands, which were not tested for TNF binding activity, 
however. Since the specific conditions, which must be employed for cleavage of the 
complex, lead to an inactivation of the binding protein [31], the latter was made 
impossible. The enrichment of soluble TNF-BP from human serum or urine by means 
of ion exchange chromatography and get f Titration frcs-lecular masses in the raf^§e- 
of 50 kDa) was described by Olsson et al. [30]. 

Brockhaus et al . [32] obtained an enriched TNF-BP preparation through TNFac- 
1 igandaffinity chromatography and HPLC from membrane extracts of HL60 cells, which 
was in turn used as antigen preparation for the production of monoclonal antibodies 
against TNF-BP. Through use of such an immobilized antibody (immunoaff inity chro- 
matography) an enriched preparation of TNF-BP was obtained by means of TNFe&ligand- 
affinity chromatography and HPLC by Loetscher and Brockhaus [31] from an extract 
of human placenta, which exhibited a strong wide band at 35 kDa, a weak band at 
about 40 kDa and a very weak band in the region between 55 kDa and 60 kDa, during 
the SDS-PAGE analysis. Moreover the gel exhibited a background smear in the region 
between 33 kDa and 40 kDa. The meaning of the protein bands thus obtained was not 
claar, however*, in view of: the heterogeneity of the initial material used (pla- 
centa tissue; material combined from several placentas). 
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The subject of the present invention is non-soluble proteins, i.e., for 
instance membrane proteins resp. so-called receptors and their soluble or 
non-soluble fragments, which bind TNF (TNF-BP), in homogeneous form, as well as 
their physiologically compatible salts. Preferred are those proteins which are 
characterized , according to SDS-PAGE under non-reducing conditions, by apparent 
molecular nassss. of about 55 kDa, 51 kDa, 38 kOa, 36 k0a,36 kDaand 34 kDaresp. 
75 kDaand 65 kDa particularly those with about 55 kDaand 75a kOa. Additionally 
preferred are those proteins, which are characterized by at least one of the fol- 
lowing amino-acid part sequences: 

(IA) Leu-Val -Pro-Hi s-Leu-Gly-Asp-Arg-61 u-Lys-Arg-Asp-Ser-Val -Cys-Pro-Gl n- 

Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser-Ile 

* 

(IB) Ser-Thr-Pro-Gl u-Lys-Gl u-GTy-Glu-Leu-Gl u-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 

(IIA) Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu^Thr-Leu-Lea-G-ly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
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( I IB) Val-Phe-Cys-Thr 

( I IC) Asn-Gl n-Pro-Gin-AI a-Pro-Gly-Val -Gl u-Al a-Ser-Gly-Al a-Gly-Gl u-Al a 

( I ID) leu-Pro-AI a-Gl n-Val -Al a-Phe-X-Pro-Tyr-Al a-Pro-Gl u-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys 
(HE) Ile-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-leu-Glu 

(I IF) Leu-Cys-AI a-Pro 

(IIG) Val=Pro-H1s-Leu-Pro-Ala-Asp 

(IIH) Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-Ile-X-Ala-Pro where X stands 
for an amino acid residue that could not be determined unequivocally. 

In the state of the technology TNF-BP have already been characterized by an 
N-terminal partial sequence [European Patent Application Nr. 308 378], with this 
sequence differing from the N-terminal partial sequence according to the invention 
according to formula (IA). The TNF binding proteins described in the state of the 
technology relate by the way to soluble 1.?. not_ membrane-bound TNF-BP isolated 
from urine and not to membrane-bound, i.e. non-soluble, TNF-BP. 

Also subject of the present application are processes for isolation of the 
TNF-BP according to the invention. These process are characterized in that basi- 
cally the following steps of purification are being carried out sequentially: 
production of a cell extract or tissue extract, immunoaffinity chromatography 
and/or simple or multiple ligandaffinity chromatography, high pressure liquid 
chromatography (HPLC) and preparative SDS-polyacril amide gel electrophoresis 
(SOS-PAGE). The combination of the individual purification steps known from the 
state of current technology is essential for the success of the process according 
to the invention, with individual steps within the scope of the task to be solved 
having been modified and improved. For Instance the combined Immunoaffinity 
chromatography/TNF*. -ligandaffinity chromatography step, initially used for en- 
richment of TNF-BP through human placenta [31], was changed in that a BSA-Sepharose 
4B=preco1umn was used. This precolumn was put 1n series with the immunoaffinity 
column and followed by the ligandaffinity column for application of the cell 
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extract or membrane extract. After application of the extract the two columns 
mentioned last were decoupled, each eluated separately and the TNF-BP active 
fractions were purified once more through a ligandaffinity column. Essential 
for the carrying out of the reverse phase HPLC step according to the invention 
is the use of a solvent mixture containing a detergent. 

Furthermore a technical process to obtain high cell densities of mammalian 
cells, from which TNF-BP can be isolated, is also a subject of the present inven- 
tion. Such a process is characterized in that a medium, which was developed for 
the specific growth requirements of the cell line used, was employed in combina- 
tion with a perfusion instrument as described in detail in Example 2, for instance. 
By means of such a process cell densities for HL-60 cells may be increased to *ars 
much as 20 times higher than usual. 

In addition the present invention relates to DNA sequences, which are roded 
for proteins that bind TNF and for their soluble and non-soluble fragments. By 
that we understand for instance DNA sequences that are coded for non-soluble 
proteins that bind TNF, or for their soluble asd- non-soluble fragments, with such 
DNA sequences being selectable from the following: 

(a) DNA sequences, as shown in Fig.l or Fig. 4, as well as their complete 
strands, or those that Include these sequences; 

(b) ONA sequences that hybridize with sequences defined in (a) or with their 
fragments; 

(c) DNA sequences that do not hybridize with sequences as defined in (a) 
and (b) because of degeneration of the genetic code, but which code for 
polypeptides with exactly the same amino-acid sequencn. 

That means that the present invention includes not only allelic Variants 
but also such DNA sequences that result from deletions, substitutions and additions 
of one or more nucleotides of the sequences shown in Fig.l resp. Fig. 4, with the 
thus coded proteins being at all times TNF-BP. A sequence resulting from such a 
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deletion is described in SCIENCE 248, 1019-1023, (1990), for instance. 

Preferred are such DNA sequences that are coded for such a protein with an 
apparent molecular mass of about 55 kDa.with the sequence shown in Fig.l being 
especially preferred as are sequences that are coded for non-soluble or soluble 
fragments of such proteins. A DNA sequence that is, for instance, coded for such 
a non-soluble protein fragment stretches from nucleotide -185 to 1122 of the 
sequence shonw in Fig.l .DNA sequences that are coded for soluble protein fragments 
are, for instance, those that stretch from nucleotide -185 to 633 resp. from 
nucleotide -14 to 633 of the sequence shown in Fig.l .Also preferred are DNA 
sequences that are coded for a protein of about 75/65 kDa.with preference for 
those containing the partial cDNA sequences shown in Fig. 4 . 
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Especially preferred ONA sequences in this case are the sequences of the open 
reading frame from nucleotide 2 to 1 "177. The peptides IIA, IIC, HE, I IF, 
I.IG and I IH are encoded by the partial cDNA sequence in Fig. 4, where the slight 
deviations in the experimentally determined amino acid sequences from the sequence 
derived from cDNA are most probably caused by the smaller resolution of gas phase 
sequencing. Also preferred are DNA sequences, which are coded for non-soluble 
as well as soluble fragments of TNF binding proteins with an apparent molecular 
mass of 75 kDA/65 kDa. DNA sequences for such soluble fragments can be determined 
based on the hydrophilia profiles of the amino sequences derived from nucleic 
acids coded for such non-soluble TNF-BP. 

The invention relates furthermore to DNA sequences, which comprise a combi- 
nation of two partial DNA sequences, with one partial sequence being coded for 
such soluble fragments of non-sol uble- proteins which bind TNF (above) while the. 
other partial sequence is coded for all the domains, save the first domain of the 
constant region of the heavy chain of human immunoglobulins, like IgG, IgA, IgM 

resp. IgE. ^ 

The present invention relates naturally also to recombinant proteins encoded 
by such DNA sequences. It is self-evident that such proteins, in whose amino acid 
sequences amino acids have been exchanged, for instance by means of directed 
mutagenesis, in such a way that the activity of the TNF-BP or their fragments, 
specifically the binding of TNF or the interaction with other membrane components 
involved in the signal transmission, were changed or retained in a desired manner, 
are also included. Amino acid exchanges in proteins and peptides, which in general 
do not change the activity of such molecules, are known in the current state of 
technology and have been described, for instance, by H. Neurath and R.L. Hill in 
" The Proteins " (Academic Press, New York 1979, see in particular Fig. 6, page 14). 
The exchanges occurring most frequently are: Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, 
Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala.Val, Ser/Gly Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, 
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Leu/Ile, Leu Val, Ala/Glu, Asp/Gly, as well as in reverse direction. The present 
invention relates further to vectors that contain DNA sequences according to the 
invention and are suitable for the transformation of suitable prokaryotlc as well 
as eukaryotic host systems, with such vectors being preferred whose use leads to 
the expression of the proteins encoded by the DNA sequences according to the in- 
vention. Finally the invention relates also to prokaryotic as well as eukaryotic 
host systems transformed with such vectors, such as processes for production of 
recombinant combinations through cultivation of such host systems and subsequent 
isolation of these combinations from the host systems themselves or from their 
culture supernatants. 

Also subject of the present invention are pharmaceutical preparations, which 
contain at least one of these TNF-BP or their fragments, if so desired in combi- 
nation with additional pharmaceutical!^ active substances and/or non-toxic, inert, 
therapeutically compatible carrier materials. 

The present invention relates finally to the use of such TNF-BP on the one 
hand for production of pharmaceutical preparations, resp. on the other hand to 
the treatment of diseases, preferably those in the course of which TNF is involved. 

The starting material for the TNF-BP according to the invention are in general 
cells that contain such TNF-BP in membrane-bound form and which are generally 
available to the specialist without any restrictions, like for instance HL60- 
[ ATCC Nr. CCL 240 ], U 937- [ ATCC Nr. CRL 1593 ]. SW 480- [ ATCC Nr. CCL 228 ] 
and HEp2 cells [ ATCC Nr. CCL 23 ]. These cells may be cultivated according to 
known methods of the current state of technology [40] or for the attainment of 
high cell densities by means of the already in general and 1n detail described 
process for HL60 cells in example 2. TNF-BP may then ba* ©xtracted according *n known 
methods of the current state of technology by means of suitable detergents, for 

, - • r 

^^^^ 

instance Triton X-114, 1-0-n-octyl- 0-D-glucopyranoside (octylglucoside), or 

3-[( 3-cho1ylamidopropy1)-dimethylanimonio]-l-propane sulfonate (CHAPS) , particularly 
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by means of Yriton X-100, from the cells that have been centrifuged off the me- 
dium and washed. The usually employed methods of identification for TNF-BP, for 

125 

instance a polyethylene glycol-induced precipitation of the I-TNF/TNF-BP com- 
plex [27], in particular filter binding tests with radioactively marked TNF 
according to Example 1, may be used. The current state of technology methods ge- 
nerally employed for purification of proteins, particularly of membrane proteins, 
such as ion exchange chromatography, gel filtration, affinity chromatography, 
HPLC and SOS-PAGE, may be used for the recovery of the TNF-BP according to the 
invention. Particularly preferred methods for the production of TNF-BP according 
to the invention are affinity chromatography, particularly with TNF- et as the 
ligand tied to the solid phase and immunoaffinity chromatography, HPL and SOS-PAGE. 
The elution of TNF-BP bands separated by means of SOS-PAGE can occur according 
to known methods of protein chemi stry* ^for. instance ^y means of electro-elut ion 
according to Hunkapiller et al . [34], with the electrodialysis times listed there 
to be doubled in general according to the present state of knowledge. Still re- 
maining traces of SOS may then be removed arccoffflng to Bosserhoff et al . [50]. 
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Having been thus purified the TNF-8P may be characterized by means of the 
methods of peptide chemistry known at the current state of technology, as for 
instance N-terminal amino acid sequencing or enzymatic as well as chemical peptide 
cleavage. Fragments obtained through enzymatic or chemical cleavage may be separated 
by familiar methods j like HPLC for instance and then be subject cf N-terminal 
sequencing themselves. Such fragments, which still bind TNF 9 may be identified 
by means of the methods of identification for TNF-BP listed above and are also 
a subject of the present invention. 

Starting with the information about amino acid sequences or about the DNA 
sequences as well as amino acid sequences shown in Fig.l and Fig .4 thus obtainable 
suitable oligonucleotides may be produced with methods known at the current state 
of technology while observing the genetic code degeneration [51]. With them and 
by again using well known methods of ffgrfectflar biology [42,43] cDNA banks of 
genomic DNA banks may be scanned for clones containing nucleic acid sequences en- 
coded for TNF-BP. In addition cDNA fragments may be cloned by means of the poly- 
merase chain reaction (PCR)[49] by inserting completely degenerated and due 
to their complementarity suitable oligonucleotides that come from separate, rela- 
tively short sections of the amino acid sequence and by observing the genetic code, 
as M primers", which enables amplification and identification of the fragment that 
lies between these two sequences. Determination of of the nucleotide sequence of 
such a fragment makes possible an independent determination of the amino acid 
sequence of the protein fragment for which 1t 1 s encoded. The cDNA fragments ob- 
tainable through PCR may also be used, as already described for the oligonucleotides 
proper, by means of known methods, for the search for clones eneoded for TNF-BP 
and containing nucleic acid sequences from cDNA banks resp. genomic DNA banks. 
Such- nucleic acid sequences can then be sequenced according to known methods [42]. 
Based on the sequences thus determined as well as on those already known for 
certain receptors, such partial sequences which are encoded for soluble TNF-BP 
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fragments, may be determined and cut out from the total sequence by means of known 
methods [42]. 

The total sequence or such partial sequences may then be integrated by means 
of known methods into vectors described in the current state of technology for 
their multiplication and as well as expression in prokaryotes [42]. Suitable pro- 
karydtic host organisms are for Instance gram-negative as well as gram-positive 
bacteria, like for instance E. coll strains, like E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694] 
or E. coli W3110 [ATCC Nr. 27 325] or B. subtilis strains. 

Furthermore nucleic acid sequences according to the invention, which are 

* 

encoded for TNF-BP as well as for TNF-BP fragments, may be integrated into suitable 
vectors for proliferation as well as expression in eukaryotic host cells, like for 
instance yeast, insect cells and mammal cells, by means of known methods. Expression 
of such sequences occurs preferably iiv.mammal as well as in insect cells. 

A typical expression vector for mammal cells contains an efficient promoter 
element, for achievement of a good transcription rate, the DNA sequence to be 
expressed and signals for an efficient termination and polyadenylation of the 
transcript. Additional elements that can be used are " enhancers which lead to 
further amplified transcription and sequences, which may for instance effect a 
longer biological half-life for the mRNA. For the expression of nucleic acid sequen- 
ces in which the endogene sequence piece encoded for a signal peptide is missing, 
vectors may be used that contain such suitable sequences encoded for signal peptides 
of other known peptides. See for instance the vecotr plJ268 described by Cull en, 
B.R. in Cell 46, 973-982(1986) or also by Sharms, S. et al . in n Current Communi- 
cations in Molecular Biology ed. by Gething, M.J. Cold Spring Harbor Lab. (1985), 
pages 73-78, 

Most of the vectors used for a transient expression of a specific DNA sequence 

* r 

in mammal cells contain the replication origin of the SV40 virus. In cells that 
express the T-antigen of the virus, (for instance COS cells), these vectors pro- 
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liferate strongly. But a temporary expression is not limited to COS cells. In 
principle any mammal cell may be used for that purpose. Signals that can effect 
a strong transcription are, for instance, the early and late promoters of SV40, 
the promoter and enhancer of the " major immediate-early " gene of HCMV (human 
cytomegalovirus), the LTR's ( "long terminal repeats") of retroviruses, like for 
instance RSV, HIV and MMTV. But signals from cellular genes, like for instance 
the promoters of the actin genes and colagenase genes, can be used. 

Alternatively, stable cell lines that have integrated the specific DNA se- 
quence in the genome (chromosome), may be obtained. For that the DNA sequence is 
co-transfected together with a selectable marker, for instance neomycin, hygromycin, 
dihydrofolate-reductase (dhfr) or hypoxanthine-guanine-phosphoribosyltransferase- 

(hgbt). 
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The DNA sequence which is stably built into the chromosome can also be considerably 
increased. A suitable selection marker for it is the dihydrofol ate- reductase (dhfr) 
for example. Mammal cells ( for instance CHO cells ), which contain no intact dhfr 
gene, will in that case be incubated with increasing amounts of methotrexate after 
completed transfection. In that way cell lines can be preserved that contain more 
than a thousand copies of the desired DNA sequence. 

Mammal cells, which can be used for the expression, are for example cells 
of the human cell lines Hela [ATCC CCL2] and 293 [ATTC CRL 1573], as well as 3T3- 
[ATCC CCL 163] and L cells, for instance [ATCC CCL 149], (CHO) cells [ATCC CCL 61], 
BHK [ATCC CCL 10] cells as well as the CV 1 [ATCC CCL 70] cell lines and the COS 
cell lines [ATCC CRL 1650, CRL 1651]. 

Suitable expression vectors include for example vectors like pBC12MI [ATCC 
67 109], pSV2dhfr [ATCC 37 146], pSVL^harmacia^ Uppsala, Sweden], pRSVCat -[ATCC 
37 152] and pMSG [Pharmacia, Uppsal a, Sweden] . Particularly preferred vectors are 
the vectors "pK19" and "pN123" used in Example 9. These can be isolated from the 
E, coli strains HB101(pK19) and HB101(pN123->,wteeti are transformed with them, by 
means of known methods [42]. These E. coli strains were deposited on 26. January 
1990 with the German Collection of Micro-Organisms and Cell Cultures, Inc. (DSM) 
in Braunschweig (BRO) [form. West Germany . .Transl*] under DSM 5761 for HB101(pK19) 
and QMS 5764 for HB101(pN123) .For the expression of proteins, which consist of 
a soluble fragment from non-soluble TNF-BP and an inranunoglobulin component, i.e. 
all domains but the first from the constant region of the heavy chain, vectors 
derived from pSV2 like for example described by German, C. in "DNA Cloning" [Vol. 
II. edt by Glover, D.M., IRL Press Oxford, 1985], are particularly suitable. Par- 
ticularly preferred vectors are the vectors pCD4-Hu (DSM 5315), pCD4-H 1 (DSM 5314) 
andj>CD4-H 3 (DSM 5523), which are deposited with the German Collection of Micro- 
organisms and Cell Cultures, Inc. (DSM) in Braunschweig, BRD and described in 
detail in the European Patent Application Nr. 90107393.2. The safd European patent 
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specification mentioned, as well as the equivalent patent applications listed in 
Example 11, also contain material relating to the further use of these vectors 
for the expression of such chimeric proteins with other immunoglobin components. 

The nature and manner in which the cells are being transfected depends on 
the expression system and vector system chosen. A survey of these methods is found 
for example at Pollard et al . , "DNA Transformation of Mammalian Cells" in 
"Methods of Molecular Biology" [Nucleic Acids Vol.2, 1984, Walker, J.M., ed, 
Humana, Clifton, New Jersey]. Further methods are found at Chen and Okayama 
[" High-Efficiency Transformation of Mammalian Cells by Plasmid DNA", Molecular 
and Cell Biology 7, 2745-2752, 1987] and at Feigner [Feigner et al., "Lipofectin: 
a highly efficient 1 ipid-mediated DNA-transfection procedure", Proc. Nat. Acad." 
Sci. USA 84, 7413-7417, 1987]. 

For the expression in insect eel Tar the Baculovirus-Expresslon-System, whTciw— 
has already been employed successfully for the expression of a series of proteins, 
(for a summary see Luckow and Summers, Bio/Technology 6, 47-55, 1988), can be used. 
Recombinant proteins can be produced authenticaTTy or as fusion proteins. The 
proteins thus produced may also be modified, for example be glycol ized (Smith 
et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82, 8404-8408, 1987). To produce a recombinant 

Baculovirus, which expresses the desired protein, a socalled "transfer vector " 

is employed. This is understood to be a plasmid, which contains the heterologous 

DNA sequence under control of a strong promoter, for Instance that of the polyhed- 

rin gene* with the sequence being surrounded on both sides by viral sequences. 

Particularly preferred vectors are "pN113", "pNU9" and "pN124", the vectors used 

in Example 10. These can be isolated according to known methods [42] from the 

E. coli strains HB101(pN113) , HB( 101 ( pNl 19) and HB101(pN124) . These E. coli strains 

were deposited with the German Collection of Micro-Organisms and Cell Cultures, Inc. 
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(DSM) in Braunschweig, BRD, under DSM 5762 for HB101(pN113), DSM 5763 for 

HB101(pN119) and DSM 5765 for HB101(pNl24) . The transfer vector is then transfected 
together with DNA from the wild type Baculovirus into the insect cells. The re- 
combinant viruses that are generated in the cells through homologous recombination 
may then be identified and isolated according to known methods. A survey about 
the Baculovirus-Expression-System is found at Luckow and Summers [52]. 

Expressed TNF-BP as well as their non-soluble and soluble fragments can then 
be purified out through methods of the protein chemistry known at the current 

state of the technology, as for example the methods already described on pages 

5-6, from the cell mass and or the culture supernatants. 

The TNF-BP recovered according to the invention may also be used for the 

production of polyclonal and isonoclonal antibodies according to known methods of 

the technology [44,45] or according ttf -the- method described in Example 3. - 
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Such antibodies, particularly monoclonal antibodies against the 75 kDa TNF-BP 

species, are also a subject of the present invention. Such antibodies directed 

against the 75 kDa TNF-BP can be employed for isolation of TNF-BP by means of 

modifications familiar to the specialist to the purification method described in 

detail in Examples 4-6. 

Based on the high binding affinity for TNF of the TNF-BP according to the 

-9 -10 

invention ( values of the orders of magnitude of 10 - 1 M) they or fragments 
thereof may be used as diagnostics for identification of TNF in serum or in other 
body fluids according to methods known at the current state of technology, for 
instance in solid phase binding tests or in combination with anti-TNF-BP anti- 
bodies on socalled "sandwich" tests. 

In general TNF-BP may be used according to the invention for purification 
of TNF on the one hand and for the location of TNF-agonists as well as TNF-anta- 
gonists by means of methods known at the curent state of technology on the other. 

The TNF-BP according to the invention as well as their physiologically com- 
patible salts, which can be produced according £g.themethods known at the current 
state of technology, may also be used for production of pharmaceutical preparations 

in particular those for treatment of diseases in the course of which TNF is 
involved. One or several of the mentioned compounds, if desired resp. required in 
combination with other pharmaceutical ly active substances, may be processed in a 
known manner with the usually employed solid or liquid carrier materials. The 
dosage of such preparations can occur with reference to the usual criteria in 
analogy to preparations of similar activity and structure already in use. 

After having described the above invention in general, the following examples 
are to illustrate details of the invention without limiting it by that in any 
way. 
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Example 1 



Detection of TNF-binding Proteins 

The TNF-BP were detected in a filter test with human radioactive iodine 

125 

I-TNF. TNF (46,47) was marked radiactively with Na 1 " I (IMS40, Amersham, 

* 

A.mersham, England) and Iodo-Gen (#28600, Pierce Eurochemie, Oud-Bei jerland, Ne- 
therlands) according to Fraker and Speck [48]. Isolated membranes of the cells 
or their solubilized, enriched and purified fractions, were applied to wetted 
cellulose nitrate filters (0.45 ju, Bio.Rad, Richmond, CA, USA)for detection of 
the TNF-BP. The filter was then blocked in buffer solution with 1% of defatted 
powdered milk and subsequently incubated, washed and airdried with 5'10 5 cpm/ml 
125 I-TNFw (0.3-1.0U0 8 cpm/yg) in two batches with and without addition of 5 jjg/ml 

of unmarked THFoc . The bound radioactfjtty was deteefc&d through autoradiography-^— 

125 

semiquanti tatively or counted in a y-counter. T ^e specific I-TNFc^ binding 

was obtained after correction for nonspecific binding in the presence of unmarked 

TNF-oc in the surplus. The specific TNF binding^ring the filter test was measured 

at various TNF concentrations and analyzed according to Scatchard [33], with a 

-9 10 

K, value of ^10 -1- having been obtained. 



Example 2 



Cell Extracts from HL-60 Cells 



H160 cells [ATCC Nr. CCL 240] were cultivated on an experimental laboratory 
scale in an RPMI 1640-Medium [6IBC0 catalog Nr. 074-01800], that also contained 
2 g/1 NaHC0 3 and 52 total calves' serum, within an atmosphere of 5% C0 ? and were 
subsequently centrifuged. 

- * r 

The following procedure was used to obtain high cell densities on a technical 
scale. Breeding was carried out in a 75 liter airlift fermenter (Chemap. Co. Swi- 



-7a- 



EP 0 417 563 A2 

tzerland) with 58 liter of working volume. For that purpose the cassette membrane 
system "PROSTAK" (Millipore, Switzerland) with a membrane surface ofO. 32 m 2 (1 
cassette) was integrated into the external circulation. The culture medium (see 
Table 1) was recirculated at 5 1/min. with a Watson-Marlow pump Type 603U. After 
sterilization of the equipment with steam, with the "PROSTAK" system being sepa- 
rately autoclaved, fermentation was started with growing HL-60 cells from a 20 1 
airlift fermenter (Chemap). Cell breeding in the seed fermenter was carried out 
in the medium through a conventional batch process according to Table 1 and an 
initial cell titre of 2xl0 5 cells/ml. After 4 days the HL60 batch with a titre of 
4.9xl0 6 cells/ml was transferred to the 75 1 fermenter. The pH value was kept at 
7.1 and the pOg value at 25% saturation, with oxygen being fed through a micro- " 

porous frit. After initial batch formation the perfusion was Started on the second 

6 

day with a cell titre of 4x10 cells/sL at a medium exchange rate of 30 1 per 
day. On the filtrate side of the membrane the conditioned medium was withdrawn and 
replaced by inflow of fresh medium. The inflowing medium was strengthened as fol- 
lows: primatone from 0.25% to 0.35%, glutamin from 5 mM to 6 mM and glucose from 
4 g/1 to 6 g/1 . The perfusion rate was then raised on the third and fourth day to 
72 1 of medium/day and on the fifth day to 100 1 of medium/day. After 120 hours 
of continuous breeding the fermentation was finished. Exponential cell growth up 

to 40x10 cells/ml occurred under the given conditions of fermentation. The period 

g 

for doubling the cell population was 20-22 hours up to 10x10 cells/ml and in- 
creased to 30-36 hours with increasing cell density. The share of the living cells 
was around 90-952 during the entire period of fermentation. The HL-60 batch was 
then cooled down to about 12°C in the fermenter and the cells wene recovered through 
centrifugation (Beckmann centrifuge [model J-6B, rotor JS], 3000 rpm, 10 min., 4°C). 
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Table 1 



HL -60 Medium 
Components 



Concentrations 



CaCI. ( moisture 
Ca(N0 3 ) 2 «4H 2 0 



free) 



CuSO. o 



5H 2 0 



Fe(N0 3 ) 3 



9H„0 



7H 2 0 



FeSO 

KC1 

KNO, 



MgCI- (moisture free) 
MgS0 4 (moisture free) 
NaCI 

Na 2 HP0 4 (moisture free) 
NaH 2 P0 4 »h 2 0 
Na 2 Se0 3 o5H 2 0 
ZnS0 4 »7H 2 0 

D-Glucose 

Glutathion ( red.) 
Hepes-Buf fer 
Hypoxanthin 
Linoleic Add 
Liponic Acid 
Phenol Red 
Putrescin 2HC1 

* T 

Na-Pyruvat 
Thymi d i n 



112,644 
20 

0.498 oio 
0.02 
0.1668 
.336.72 
0.0309 
11.444 
68.37 
5801 .8 
188,408 



-3 



75 



9.6ol0 
0.1726 

4000 
0.2 

2383.2 
0.954 
0.0168 
0.042 
10.24 

0.0322 
88 
0.146 



-3 
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Bioti n 



D-Ca-Pantothenate 
Choline Chloride 
Fol ic Acid 
i-Inosi tol 
Niacin Amide 

para- Amino-Benzoic Acid 
Pyridoxal HCL 
Pyridoxin HCL 
Ribof 1 avin 



Thiamin HCL 



Vitamin B 



12 



- Alanine 

- Asparagine Acid 

- Asparagine HgO 

- Arginine 

- Arginine HC1 

- Aspartate 

- Cystine 2HC1 

- Cysteine HC1 oHgO 

- Glutamine Acid 
~ Glutamine 

- Glycine 

- Hfstidlne 

- Histidine HC1 °H 2 0 

- Hydroxypyrol 1ne 

- Isoleucine 

- Leucine 



0.04666 
2.546 
5.792 
2.86 
11.32 
2.6 
0.2 

2.4124 
0.2 

0.2876 

2.668 

0.2782 

11.78 
10 

14.362 
40 

92.6 

33.32 

62.04 

7.024 
36.94 
730 
21.5 

3 

27.392 



73.788 
75.62 
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L- 


Lysine HC1 


102.9 


L- 


Methiorii ne 


21 .896 


L- 


Phenyl al ani ne 


43.592 


L- 


Prol i ne 


26.9 


L- 


Seri ne 


31.3 


L- 


Threonine 

1 ■ * I \m It III ^» 




L- 


Tryptophan 


11 .008 


L- 


Tyrosine »2Na 


69.76 


L- 


Valine 


62.74 



Penicillin/Streptomycin 100 u/ml 

Insulin (human) 5 jjg/ml 

Transferrin (human) 15 >jg/ml 

Bovine Serum Albumin - 67 jjg/ml " » . 
Primatone RL (Sheffield Products, 

Norwich, N. Y. , USA) 0.25% 
Pluronic F68 

(Serva, Heidelberg, BRD) 0.01% 

Fetal Calves 1 Serum 0,3-3% 

The centrifugate was washed with isotonic phosphate buffer (PBS; 0,2g/l KC1, 
0.2 g/1 KH 2 P0 48 8.0 g/1 NaCl , 2.16 g/1 Na 2 HP0 4 □ 7H 2 0), to which were added 5% 
dimethyl formamide , 10 mM benzamidine, 100 E/ml aprotinine, 10 uM leupeptine, 
1 uM pepstatine, 1 r*1 o=pheanthroline, 5 nM iodacetamide, ImM phenyl methyl sulphonyl 
fluoride (and which will be referred to as PBS-M from now on). The washed cells 
were extracted at a cell density of 2.5* 10 8 cells/ml in PBS-M with Triton X-100 
( final concentration 1.02). The cell extract was clarified through centrifugation 
( 15*000 x g f 1 hour; lOOfcOO x g t 1 hour). 



10 
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Example 3 



Production of monoclonal (TNF-BP) Antibodies 

A supernatant of centrifugation obtained according to Example 2 from culti- 
vation of HL60 cells on an experimental laboratory scale was diluted 1:10 with 
PBS. The diluted supernatant was applied at 4°C to a column (flow rate: 0.2 ml/min), 
which contained 2 ml Affigel 10 (Bio Rad catalog Nr. 153-6099), to which 20 mg 
of recombinant human TNF-cc [Pennica, D. et al. (1984)Natur e 312 , 724; Shirai, T. 
et al. (1985) Nature 313, 803; Wang, A.M. et al . (1985) Science 228, 149] were 
coupled according to the suggestions of the manufacturer. The column was washed 
at 4°C and a flow-through rate of 1 ml/min first with 20 ml of PBS containing 
0.1X Triton X 114 and then with 20 ml PBS. The thus enriched TNF-BP was eluated 
at 22°C amd a flow rate of 2 ml/min with 4 ml of 100 mM glycine, pH 2.8, 0.1S 
decylmaltoside. The eluate was concentrated to rD jiT^n a Centricon 30 unit 
[Amicon]. 

10 /jl of this eluats were mixed with 20 jjI of complete Freund's adjuvant 
to an emulsion. According to the procedure described by Holmdahl, R. et al .[(1985) , 
J. Immunol. Methods 83 379] 10 yl of the emulsion were injected on days 0, 7 and 
12 into a rear paw of an anesthetized 8alb/c mouse. 

On day 14 the immunized mouse was killed, the popliteal lymph node removed, 
chopped up and suspended in Iscove's medium (MEM, GIBCO catalog Nr. 074-2200), 
which contained 2 g/1 NaHC0 3 , through repeated pipetting. According to a modified 
procedure by De St. Groth and Scheidegger [J. Immunol. Methods (1980),35, 1] 5xl0 7 
cells of the lymph node were fused with 5x10' PAI mouse myeloma cells (J.W. Stocker 
et al., Research Disclosure, 217, May 1982, 155-157), which were in the process of 
logarithmic growth. The cells were mixed, collected through centrifugation then 
restrspended through gentle 'Shaking in 2 ml 50% (v/v) polyethylene glycol in IMEM 
at room temperature and diluted through slow addition of 10 ml IMEM during 10 mi- 
nutes of careful shaking. The cells were collected through centrifugation and re- 

-11- 



suspended in 200 ml of the complete medium [I MEM + 202 fetal calves' serum, glu- 
tamine (2.0 mM), 2-mercaptoethahol (100 pM), 100 pM hypoxanthine, 0.4 amino- 
pterin and 16 jjM thymidine (HAT)]. The suspension was distributed among 10 tissue 
culture dishes, each with 96 indentations and , without change of medium, incubated 
at 37°C in an atmosphere of 5% C0 2 and at relative humidity of 98%, for 11 days. 

The antibodies are characterized by their inhibiting effect to TNF binding 
with HL60 cells or through their binding to antigen during the filter test accor- 
ding to Example 1. The following procedure was employed for .detection of biological 
activity of anti- (TNF-BP)-antibodies : 5xl0 6 HL60 or U937 cells were incubated 
in the complete RPMI 1640 medium together with affinity-free monoclonal anti-(TNF-BP) 
antibodies or control antibodies (i.e. those that are not directed against TNF -"BP) 
in a concentration range of 1 ng/ml to 10 /ug/ml . After an hour of incubation at 
37°C the cells were collected through*«£entrifugation and washed with 4.5 ml -PBS 
at 0°C . They were resuspended in 1 ml of complete RPMI 1640 medium (Example 2), 

125 6 

which contained additional 0.1% sodium azide and I-TNF*.(10 cpm/ml) with or 

without addition of unmarked TNFot(see above). 3fte specific radioactivity of 

125 n 
I- TNFoc amounted to 700 Ci/mmol . The cells were incubated for 2 hours at 4 C, 

collected and washed four times with 4.5 ml PBS, which contained 1% BSA and 0.001% 

Triton X 100 (Fluka), at 0°C. The radiactivity linked to the cells was measured 

in a \- scintillation counter . In a comparable experiment the radioactivity linked 

to cells that were not treated with anti-(TNF-BP) antibodies was determined (about 

10,000 cpm/5xl0 6 cells ). 

Example 4 

Affinity Chromatography 

For further purification a monoclonal anti-(44 kOa TNF-BP0 antibody (2.8 mg/ml 

- r 

gel), as obtained according to Example 3, TNF (3.0 mg/ml gel) and bovine serum 
albumin (BSA, 8.5 mg/ml gel)were coupled covalent to CNBr-activated Sepharose 4B 

-lib- 
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(Pharmacia, Uppsala, Sweden). The cell extract obtained according to Example 2 
was fed through the thus established columns which were arranged in series in 
the following sequence: BSA-Sepharose precolumn, irranunoaff inity column [anti- 
(55 kDa-TNF-BP) -anti body] , TNFct-ligand affinity column. After the completed 
task the two last mentioned columns were separated and individually washed with 
100 ml each of the following buffer solutions: (1) PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM 
benzamidine, 100 E/ml aprotinine; (2) PBS, 0-1% Triton X-100, 0.5 M NaCl, 10 mM 
benzamidine, 100 E/ml aprotinine; and (3) PBS, 0.12 Triton X-100, lOmM benzamidine, 
100 E/ml aprotinine. The immunoaff inity column as well as the TNFe<rl igandaff inity 
column were then equate**, each one separately, with 100 mM glycine pH 2.5, 100 mM 
NaCl, 0.2% decylmaltoside, 10 mM benzamidine, 100 E/ml aprotinine. The fractions 
of each column that were active during the filter test as per Example 1 were always 
united afterwards and neutralized with 1 M Tris pH 8.0 . 

The united TNF-BP active fractions of immunoafftnity chromatography on thr- 
one hand and of TNFec- 1 igandaff inity chromatography on the other were once more 
applied each to a small TNFcc- 1 igandaff inity column for further purification. 
Afterwards these two columns were washed each with 40 ml of (1) PBS, 1.0% Triton 
X-100, 10 mM benzamidine, 100 E/ml aprotinine, (2) PBS, 0.1% Triton X-100, 0.5 M 
NaCl, 10 mM ATP, 10 mM benzamidine, 100 E/ml aprotinine, (3) PBS, 0.1% Triton X-100, 

(4) 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1.02 NP-40, 1.0% desoxycholate, 0.1% SOS, 

(5) PBS, 0,2% decymatoside .Subsequently the columns were eluated with 100 mM 
glycine pH 2.5, 100 mM NaCl, 0,22 decylmaltoside. Fractions of 0.5 ml from each 
column were collected separately and the active fractions per filter test (Example 1) 
of each column united each separately and concentrated in a Centricon unit (Amicon, 
Molecular weight exclusion 10*000). 

Example 5 

i ■ - r 

Separation by means of HPLC 
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The active fractions obtained according to Example 4 were applied with re- 
ference to the different origins (immunoaffinity chromatography resp. ligandaffinity 
chromatography ) each separately to C1/C8 reversed-phase HPLC columns (ProRPC, 
Pharmacia, 5x20 mm), which had been equilibrated with 0.1% trifluoroacetic acid, 
0.1% octylglucoside. The columns were then eluated with a linear acetonitrile 
gradient (0-80%) in the same buffer with a flow of 0.5 ml/min. Fractions of 1.0 ml 
were collected from each column and the active fractions from each column were 
separately united (detection per Example 1). 



Example 6 



Separation by means of SDS-PAGS 



The active fractions obtained according to Example 5 and per filter test 
(Example 1) were further separated according to [34]. For that purpose the probes 
were heated for three minutes to 95°f/ln SOS probe l>trffer and subsequently sepa- 
rated electrophoretically on a 12% acrylamide separation gel with a 5% collecting 
gel. As reference for determination of the apparent molecular masses on the SOS- 
PAGE gel the following reference proteins were used: phosphorylase B (97.4 kDa), 
BSA (66.2 kOA), ovalbumin (42.7 kOa), Carboanhydrase (31.0 kDa), soy trypsin in- 
hibitor (21.5 kOa) and lysozyme (14.4 kDa). 

» 

Under the conditions mentioned two bands of 55 kDa and 51 kDa as well as three 
weaker bands of 38 kDa, 36 kDa and 34 kDa were obtained for probes that had been 
obtained according to Example 4 through TNF«t -ligandaffinity chromatography from 
1mmunoaff1n1ty chromatography eluates and had been further separated through HPLC 
according to Example 5. These bands were transferred electrophoretically in a 
Mini Trans Blot System (Bio Rad, Richmond, CA, USA) for 1 hour at 100 V 1n 25 mM 
Tris, 192 mM glycine, 202 methanol to a PVDF membrane (Immobllon, Millipore, Bed- 
ford, Mass. USA). Afterwards the PVDF membrane was dyed either with 0.152 
Serva-Blau (Serva, Heidelberg,, BRD) 1n methanol /water/glacial acetic acid (50/40/10 
parts by volume) to protein or blocked with de-fattad powdered milk and subse- 
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quently incubated with A "l-TNFeC according to the filter test conditions described 

in Example 1 for the detection of bands with TNF-BP activity. It was shown that 

all the bands exhibited in the protein color specifically bound TNFeL.All these bands 

bound in the Western blot according to Towbin et al. [38] including the monoclonal 

anti-55 kDa-TNF-BP- antibody produced according to Example 3. In that case a 

125 

rabbi t-anti -mouse -immunoglobulin antibody marked by Na I radioactive!); aff inity- 
free(mouse immunoglobulin -Sepharose-4B affinity column) according to the process 
described in Example 1 was employed for autoradiographic detection of this antibody. 

Probes, which are obtained according to Example 4 through double TNF^ - 
ligandaffinity chromatography of the flowthrough of immunoaff inity chromatography 
and are further separated through HPLC according to Example 5, showed two additional 
bands of 75 kDa and 65 kDa, both of which bound TNF specifically during the filter 
test (Example 1). In the Western blot ateording ta Tovjbin et al . (see above) *he_ 
proteins of these two bands did not react with the anti-(55 kDa TNF-BP)- antibody 
produced according to Example 3. They did react, however, with a monoclonal antibody, 
which had been produced according to Example 3 smarting from the 75 kDa band 



(anti-75 kDa TNF-BP-antibody) . 



Example 7 



Amino Acid Sequence Analysis 



For amino acid sequence analysis the active fractions obtained according to 
Example 5 and per filter test (Example 1) were separated by means of the SDS-PAGE 
conditions described 1n Example 6 and now being reduced (SOS probe buffer with 
125 mM dfchiothreitol). The same bands were found as per Example 6, but they 
all showed about 1-2 kDa higher molecular masses in comparison with Example 6 
because of the reducing conditions of SDS-PAGE. These bands were then transferred 
according to Example 6 to PVDF membranes and dyed with 0.152 35 Serva-Blau in 
methanol /water/glacial acetic acid (50/40/10 parts per volume) during 1 minute, 
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decolored with methanol /water/glacial acetic acid (45/48/7 parts by volume), rinsed 
with water, airdried and then cut out. During all the steps the conditions given 
by Hunkapiller [34] were followed to avoid N-terminal blockage. At first the 
purified TNF-BP were placed unchanged into the amino acid sequencing. To obtain 
additional sequence information, the TNF-BP were cleaved with bromocyanide (Tarr, 
G.E. in "Methods of Protein Microcharacterization", 165-166 op. cit. ), trypsin 
and/or proteinase K, after reduction and S-carboxymethylation [Jones, B.N. (1986) 
in " Methods of Microcharacterization", J.E. Shively, ed. Human Press, Clifton 
N.J. 124-125] and the peptides were separated by m?ans of HPLC according to known 
methods of protein chemistry. So prepared the probes were then sequenced in an 
automated gas phase-mi crosequencing apparatus (Applied Biosystems Model 470A, ABi, 
Foster City, CA, USA) with an on-line automated HPLC PTH- amino acid analyzer 
(Applied Biosystems Model 120, ABI see^above) behind it, with the following., 
amino acid sequences being determined : 

1. For the 55 kDa band (according to non-reducing SDS-PAGE): 

Leu-Val -Pro-Hi s-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Ar$=-AspSer-Val -Cys-Pro-Gl n-Gly-Lys- 

Tyr-Ile-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser-Ile 

and 

Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-GlyThr-Thr-Thr-Lys 

where X stands for an amino acid residue that could not be identified. 

2. For the 51 kDa and the 38 kDa bands (according to non-reducing SDS-PAGE): 
Leu-Val -Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu 

3. For the 65 kDa band (according to non-reducing SDS-PAGE): during N-terminal 
sequencing of the 65 kDa band two parallel sequences were identified without 
interruption down to the 15th residue. Since one of the sequences corresponded 
to a partial sequence of ubiquitine [36,37] the following sequence was derived 
for the 65 kDa band: 

Leu-Pro-Al a-Gl n-Val -Al a-Phe-X-Pro-Tyr-Al a-Pro-GI u-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys . 
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where X stands for an amino acid residue that could not be identified. 
Additional peptide sequences for 75(65)kDa-TNF-BP were identified: 
II e-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val -AT a-Tyr-Pro-Al a-Leu-GI u 
and 

Ser-Gl n-Leu-Gl u-Thr-Pro-GI u-Thr-LeuLeu-Gly-Ser-Thr-Gl u-Gl u-Lys-Pro-Leu 
and 

Val-Phe-Cys-Thr 
and 

Asn-GI n-Pro-Gl n-AI a-Pro-Gl y-Val -61 u-Al a-Ser-Gly-Al a-Gly-GI u-Al a 
and 

leu-Cys-Ala-Pro 
and 

Val -Pro-Hi s-Leu-Pro-Al a-Asp 

and ~ 

Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-Ile-X-Ala-Pro 

Where X stands for an amino acid residue that could not be identified. 

Example 8 

An alysis of Base Sequences of Complementary DNA (cDNA) 

Starting with the amino acid sequence according to formula AI, complete Rege- 
nerated oligonucleotides corresponding to amino acid residues 2-7 and 17-23 were, 
with consideration of the genetic code, synthetized in suitable complementarity 
("sense" and "anti sense" oligonucleotide). Total cellular RNA was isolated from 
HL60 cells [42,43], and fchQ first strand of cDNA was synthetized through oligo- 
dT-priraing or through priming with the H anti sense" oligonucleotide by means of 
a cDNA synthesis kit (RPN 1256 Amersham, Amersham England) according to the ma- 
nufacturer's Instructions/ This cONA strand and the two synthetized degenerated 
"sense" and "antisense" oligonucleotides were used in a polymerase chain reaction 
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(PCR, Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT.USA, according to manufacturer's instruction) 
to synthetize the base sequence encoded for the amino acid residues 8-16 (formula 
I A) as a cONA fragment. The base sequence of this cDNA fragment is as follows: 
5-AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3." This cONA fragment was used as probe to identify 
a cDNA clone encoded for the 55 kDA TNF-BP in a fcgt 11-cDNA-gene bank of human 
placenta (42,43) through known procedures. This clone was then cut from the ^vector 
with the usual methods and cloned into the M13mpl8/M3mpl9 bacteriophages (Phar- 
macia, Uppsala, Sweden) (42,43). The nucleotide sequence of this cDNA clone was 
determined by means of a sequenase kit (U.S. Biochemical, Cleveland, Ohio, USA) 
according to information from the manufacturer. The nucleotide sequence and derived 
from it the amino acid sequence for the 55 kDa TNF-BP and its signal peptide 
(amino acid "-28" to amino acid "0") is illustrated in Fig.l with abbreviations 
for bases and amino acids customary at the present state of technology. From 
sequence comparisons with other already known receptor protein sequences about 
180 N-terminals containing amino acids as well as 220 C-terminal domains contai- 
ning amino acid may be identified, which are sggarated by a transmembrane region 
of 19 amino acids (underlined in Fig.l) typical according to sequence comparisons. 
Hypothetical glycosyl ization locations are marked with stars above the correspon- 
ding amino acid in Fig.l . 

* 

Analog technologies were employed basically for identification of partial 
cDNA sequences encoded for 75/65 kDa TNF-BP with, in this case, genomic human DNA 
and from peptide IIA derived completely degenerated 14-mer (polymer ..Transl.) 
and 15-mer "sense and "antisense" nucleotides being used, to produce a primary, 
26 bp cONA probe in a polymerase chain reaction. This cDNA probe was then used 
for identification of cDNA clones of various lengths in a HL-60 CDNA library. 
This cDNA library was produced by means of isolated HL60 RNA and a cDNA cloning 
kit (Amersham) per instructions of the manufacturer. The sequence of such a 
cONA clone is illustrated in Fig. 4, with repeated sequencing leading to the 
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following correction . In place of the serine in position 3 a threonine must be 
put which is encoded by "ACC" and not by "TCC". 

Example 9 

Expression in COS 1-Cells 

For the expression in COS cells vectors were constructed which originated 
from plasmid "pNll". The plasmid "pNll" contains the efficient promoter and en- 
hancer of the "major immediate-early " gereof the human cytomegalovirus ("HCMV"; 
Boshart et al Cell 41 , 521-530, 1985). Behind the promoter there is a short 
DNA sequence, containing several restriction interfaces that occur only once 
in the plasmid ("polyl inker"), among them the interfaces for Hindi 1 1 , Ball, 
BaMHI and PvuII (see sequence). 

' PvuII 

5 * - AAGCTTG6CCAGGATCCAGCTGACTGACT6ATCGCGAGATC-3 1 ^ 
3 • - TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACtAGCGCTCTAG-5 1 

Behind these interfaces there are three translation stop codons in all three 
reading rasters . Behind the polyl inker sequence is the second intron and the 
polyadenylization signal for the preproinsulin gene of the rat (Lomedico et al. 
Cell 18, 545-558, 1979), The plasmid contains furthermore the replication origin 
of the SV40 virus as well as a fragment from pBR322, which confers ampicillin' 
resistance on E. coli bacteria and makes possible the replication of the plasmid 
in E. coli . 

For construction of the expression vector n pN123" this plasmid "pNll M was 
cut with the restriction endonuclease PvuII and subsequently treated with 
alkaline phosphatase. The dephosphorylized vector was then isolated from an 
agarose gel (VI). The 5- overhanging nucleotides of the EcoR1 cut 1.3 kb frag- 
ments of the 55 kOa TNF-BP*cDNA (see Example 8) were filled with the help of 
Klenow enzyme. Subsequently this fragment was Isolated from an agarose gel (Fl). 
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Afterwards VI and Fl were united by means of T4 1 igase. E. col i HB 101 cells 
were then transformed with this ligation batch according to familiar methods [42]. 
With the aid of restriction analyses and DNS sequencing according to familiar 
methods [42] transformants were identified, which had been transformed with a 
plasmid that contained the 1.3kb EcoRI fragment of the 55 kDa TNF-BP-cDNA in 
correct orientation for the expression via the HCMV promoter. This vector received 
the designation "pN123". 

The following procedure was used for construction of the vector "pK19". A 
DNA fragment , which contains only the cDNA coded fer th« extracellular part of 
the 55 kDa TNF-BP (amino acids -28 to 182 according to Fig. 1 ) was obtained by 
means of PCR technology (Saiki et a!., Science 230, 1350-1354, 1985, see also"" 
Example 8). The following oligonucleotides were used for amplification of the 
cDNA encoded for the extracellular psnt of 55 kOa TNF-BP from "pN123". 

BAMHI 

5 ' -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 1 

ASP718 

3 1 -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 ' 

By means of these nucleotides two stop codons of the translation were also intro 

duced behind amino acid 182. The thus amplified fragment was cut with BamHI and 

Asp718 and the resulting projecting ends were filled with the aid of the Klenow 

enzyme; this fragment was subsequently isolated from an agarose gel (F2). F2 was 

then ligated with VI and the whole batch used for transformation of E. coli HB101, 

as already described. Transformants which were transformed with a plasmid that 

contained the DNA fragment in correct orientation for expression via the HCMV- 

promoter, were identified by means of DNA sequencing (see above). The plasmid 

* * 

isolated from it received the designation "pK19". 

Transfection of the COS cells with plasmids "pN123 or "pK19" was carried 

out according to the lipofection method published by Feigner et al . (Proc. Natl. 
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Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417, 1987). 72 hours after the- completed transfection 

the cells transfected with "pN123 M were analyzed according to known methods with 
125 

I-TNFeLfor binding. The result of the Scatchard analysis [Scatchard, G., Ann. 
N.Y. Acad. Sci. 51, 660, 1949] of binding data obtained in that way (Fig.2A) is 
illustrated in Fig. 2B. The culture supernatants of the cells transfected with 
"pK19" were investigated in a "sandwich" test. For that purpose PVC microtitre 
plates (Dynatech, Arlington, VA, USA) with 100 jj/hole of a rabbit-anti-mouse 
immunoglobulin (10 jug/ml PBS)were sensitized. The plate was subsequently washed 
and incubated (3 hours, 20°C) with an anti-55 kDa TNF-BP antibody, which was de- 
tected according to Example 3 through its antigen binding and isolated, but does 
not inhibit TNF binding to cells. The plate was then washed again and incubated" 
overnight at 4°C with 100 pl/hole of the culture supernatants (diluted 1:4 with 
buffer A containing 1% defatted milk pswder,: 50 mM Tris/HCl pH 7.4, 140 mM PteCI 

— ■- — si — 

5 mM EDTA, 0.02% Na-azide ). The plate was emptied and incubated with buffer A 
(10 6 cpm/ml, 100/jl/hole) containing 125 I-TNFa, with or without addition of 2jjg/ml 
unmarked TNF for two hours at 4°C . Afterwards fire plate was washed four times 
with PBS, the individual holes were cut out and measured in a Y" counter - The 
results of five parallel transfections (columns # 2,3,4,6 and 7), of two control 
transfections with the pNll vector (columns #1,5) and of a control with HL60-cell 
lysate (column #8) are illustrated in Fig. 3. 



Example 10 



Expression in Insect Cells 



For expression in a baculovirus expression system a start was made with the 
plasmid tt pVL941" (Luckow and Sommers, 1989, "High Level Expression of Nonfused 
Foreign Genes with Autographa California Nuclear Polyhedrosis virus Expression 
Vectors", Virology 170 , 31-39), which was modified as follows. The sole EcoRI- 
interface in "pVL941" was removed by cutting the plasmid with EcoRI and filling 
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the protruding 5'ends with Klenow enzyme. The thus obtained plasmid pVL941/E- 
was digested with BamHI and Asp718 and the vector rump subsequently isolated from 
an agarose gel* This fragment was ligated with a synthetic oligonucleotide of 
the following sequence: 

BamHI EcoRI Asp718 
5' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 
3' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5' 

E. coli HB101 was transformed with the ligation batch and transformants, 
which contained a plasmid in which the oligonucleotide was correctly inserted, 
were identified through restriction analysis and DNA sequencing according to 
known methods (see above); this plasmid was called H PNR704" . For construction 
of the transfer vector "pN113" this plasmid "pNR704" was cut with EcoRI, treated 
with alkaline phosphatase and the thus generated^ veetor rump (V2) was subsequently 
isolated from an agarose gel. The 1.3 kb fragment of 55 kDa TNF-BP-cDNA, cut 
with EcoRI like above, was ligated with fragment V2. Transformants obtained with 
this ligation batch, which contained a plasmid that contained the cDNA insert 
in the correct orientation for expression via the polyhedrin promoter, were iden- 
tified (see above). The vector isolated from it received the designation "PN113". 

The following steps were taken for construction of the transfer vactor "pN119 M 
The 1.3 kb EcoRI/EcoRI-fragment of the 55 kDa TNF-BP cONA in the "pUC19" plasmid 
(see Example 8) was digested with BanI and ligated with the following synthetic 
oligonucleotide : 

BanI Asp718 
5* - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA « 3' 
3' - 6TGTATTATCTCTCTAGACCATGGCCC - 5* 

By means of the above adapter two stop codons of the translation behind 
amino acid 182 and an interface for the restrictions endonuclease Asp718 are 
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inserted. After completed ligation the batch was digested with EcoRI and Asp718 
and the partial 55 kDa TNF-BP fragment (F3) was isolated. Furthermore plasmid 
"PNR704", which was also cut with Asp718 and EcoRI, was ligated with F3 and the 
ligation batch transformed in E. coli HB101. Identification of the transformants, 
which contained a plasmid in which the partial 55 kDa TNF-BP cDNA was integrated 
corectly for the expression, was carried out as already described. The plasmid 
isolated from these transformants received the name "pN119". 

The following procedure was followed in construction of the transfer vector 
"pN124". The cDNA fragment described in Example 9, which encodes for the extra- 
cellular part of 55 kDa TNF-BP, was amplified with the oligonucleotides mentioned 
by means of PCR technology, as described in Example 9. This fragment was cut with 
BamHI and Asp718 and isolated from an agarose gel (F4). The plasmid M pNR704" was 
also cut with BamHI and Asp718 and the vector rump (V4) was isolated (see above). 
The fragments V4 and F4 were ligated, used to transform E. coli HB101 and the 
recombinant transfer vector "pN124" was identified and isolated, as described. 

The following procedure was used for transection of insect cells. 3 jjg of 

the transfer vector M pN113" were transfected with 1 *jg DNA of Autographa cali- 

fornica-nuclear-polyhedrosis virus (AcMNPV) (EP 127839) in Sf9 cells (ATCC CRL 

1711). Polyhedrin negative viruses were identified and purified from "Plaques" 

[52]. With these recombinant viruses Sf9 cells were again infected as described 

in [52]. After 3 days in the culture the infected cells were examined for binding 

125 

of TNF with I-TNFeL # For that purpose the transfected cells were washed with 

a Pasteur pipette from the cell culture dish and, with a cell density of 5xl0 6 

125 

cells /ml culture medium [52] containing 10 ng/ml I- TNF-et 9 as well as in the 
presense and absence of 5 pg/ml unmarked TNF-et, 9 they were resuspended and in- 
cubated on ice for two hours. Afterwards the cells were washed with a clean cul- 

- - r 

ture medium and the cell bound radioactivity was counted with a ^-counter (see 
Table 2). 
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Table 2 


Cells " 


Cell bound 




g 

radioactivity/10 




cells 


Non- Infected cells (control) 


60 cpm 


Infected cells 


1600 - 330 cpm 1} 



Average value and std. deviation from 4 experiments 



Example 11 

Analogous to the method described in Example 9 the cDNA fragment encoded for 
the extracellular range of the 55 kDa TNF-BP was now amplified in a polymerase" 
chain reaction with the following oligonucleotides as primers : 

Oligonucleotide 1 v " 
Sst I 

5' - TAC GAG CTC GGC CAT AGcTgT CTG GCA TG - 3' 

Oligonucleotide 2 : 
Sst I 

5' - ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG -3' 
This cDNA fragment was Ugated into the pCD4=HY 3-vector [DSM 5523; European 
Patent Application Nr. 90107393.2; Japanese Patent Application Nr. 108967/90; 
US Patent Application Ser. No. 510773/90], from which the CF4-cONA had been removed 
via the Sst ^restriction Interfaces. Sst Interfaces are present In vector pCD4-H 3 
before, inside and behind the CD4 partial sequence section. The construct was trans- 
feezed by means of protoplast fusion according to 01 et al. (Proc. Nat. Acad. Sc1. 
USA 80 , 825-829, 1983) In J558-myeloma cells (ATCC Nr. TIB6). Transfectants were 

* * 
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selected into the basic medium (Dulbecco's modified Eagle's medium, 102 fetal 

-5 

calves 1 serum, 5x10 M 2- mercaptoethanol } by addition of 5 MQ/^l myphenolic 
acid and 250 pg/ml xanthine (Traunecker et al., Eur. J* Immunol. 16 , 851-854 
[1986])* The expression product secreted by the transfected cells could be puri- 
fied through the usual methods of protein chemistry, for instance TNF-BP antibody 
affinitychromatography. Where not already specifically mentioned, standard methods 
like for example that of Freshney, R.I. in "Culture of Animal Cells", Alan R. 
Liss, Inc. New York (1983) were used for growing the cell liaes used, for cloning, 
selecting, resp. for expansion of the cloned cells. 
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Claims 

1. Non-soluble proteins and soluble or non-soluble fragments thereof, which bind 
TNF in homogeneous form, as well as their physiologically compatible salts. 

2. Compounds according to Claim 1, which are characterized by molecular masses 
according to SDS-PAGE under nonreducing conditions of about 55 kDa and 75 kDa, 

3. Compounds according to one of the Claims 1 and 2, which contain at least one 
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Leu-Val -Pro-Hi s-Leu-61y-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-G1n-Gly-Lys-Tyr- 
Ile-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser-ne; 

Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Gl u-GlyGl u-Leu-GI u-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys ; 

Leu-Pro-Al a-Gl n-Val -Al a-Phe-X-Pro-Tyr-Al a-Pro-Gl u-Pro-Gly-Ser-Thr-Cy s ; 
1 1 e-X-Pro-Gly-Phe-Gly- Val -Al a-Tyr-Pro-Al a-Gl u-Pro-Leu-Gl u ; 

Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu; 
Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gl n-Pro-GI n-Al a-Pro-Gly-Val -Gl u-Al a-Ser-Gly-Al a-Gly-Gl u-Al a ; 
Leu-Cys-Ala-Pro; 

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 

Gly-Ser-Gl n-Gly-Pro-Gl u-Gl n-Gl n-Gl n-X-X-Leu- IT e-X-Al a-Pro 
where X stands for an unidentified acid residue. 

4. TNF sequences which are encoded for non-soluble proteins or soluble as well 
as non-soluble fragments thereof, that bind TNF, with such DNS sequences to be 
selected from the following: 

(a) DNA sequences, as shown in Fig. 1 or Fig.4^as well as their complementary 
strands , or those thatthese sequences include; 

(b) DNA sequences, which hybridize" with sequences as defined under (a) or with 
their fragments, 

(c) DNA sequences, which do not hybridize with sequences as defined under (a) and 
(b), because of degeneracy of the genetic code, but which are encoded for 
polypeptide with exactly the same amino acid sequence. 

5. DNA sequences according to Claim 4, which include a combination of two partial 
DMA sequences, with one partial sequence encoded for soluble fragments of non- 
soluble proteins that bind TNF fi and the other partial sequence encoded for all 
domains save the first of the constant region of the heavy chain of human inmiu- 

— - r 

noglobulins, like IgG, IgA, IgM resp. IgE. 

6. DNA sequences according to Claim 5, with said human immunoglobulins being of 
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the IgM type resp. those of class XgG. 

7. DNA sequences according to Claim 6, where said human immunoglobulins are those 
of type Igl resp. Ig3. 

8. Recombinant proteins from DNA sequences encoded according to one of the Claims 
4-7, such as allelic variants, or deletion analogs, substitution analogs or addi- 
tion analogs thereof, 

9. Vectors, which contain DNA sequences according to one of the Claims 4-7 and 
are suitable for expression of proteins encoded by these DNA sequences in proka- 
ryotic as well as eukaryotic host systems. 

10. Prokaryotic as well as eukaryotic host systems which have been transformed 
with a vector according to Claim 9. 

11. Host systems according to Claim 10, which are mammalian or insect cells. 

12. Antibodies directed against a compound according to one of the Claims 1-.3 or 8. 

13. A method for isolation of a compound according to one of the Claims 1-3, cha- 
racterized in that the following purification steps are carried out sequentially: 
production of a cell extract, immunoaff inity chromatography and/or simple or mul- 
tiple ligandaffinity chromatography, HPLC and preparative SDS-PAGE and if so desired 
cleavage of the compounds thus isolated and/or transference into suitable salts. 

14. A method for production of a compound per Claim 8, which is characterized 

in that a transformed host system according to Claim 10 or 11 is cultivated in a 
suitable medium and in that such compounds are isolated from the host system proper 
or from the medium. 

15. Pharmaceutical preparations, character! zed in that they contain one or more compounds 
according to one of the Claims 1-3 or 8, if so desired in combination with additional 
pharmaceutical^ effective substances and/or non-toxic, inert, therapeutically 
compatible carrier materials. 

16. Pharmaceutical preparations for treatment of diseases, in which TNF is involved, 

■ 

where such preparations are characterized 1n that they contain one or more compounds 
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according to one of the Claims 1-3 or 8, if so desired in combination with addi- 
tional pharmaceutically effective substances and/or non-toxic, inert, therapeu- 
tically compatible carrier materials. 

17. Use of a compound according to one of the Claims 1-3 or 8 for treatment of 
diseases. 

18. Use of a compound according to one of the Claims 1-3 or 8 for treatment of 
diseases, in which TNF is involved. 

19. A compound as claimed in one of the Claims 1-3 or 8 whenever 1t has been pro- 
duced by a method as claimed in Claims 13 or 14. 
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Fiqur 1 Fig. 1 



185 G^TTCGGGGGGGTrCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGArCTC?ATGCCCGA5TCTCftA 
125 CCCZa^Gft2JXCO&GGa^QG&^ 

^2S e • « • * s 

"30 MQ£GlyLeuS<&g7hgValggaA3pL@uL<auLauPgoLauValLauI^uGluL®u 

-5 TCTGGCATGGGCCTCTCC^CGTGCCTQyCCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTCCTGG^GCTG 

• • • ^1 • • « 

55 T?GG?GGGM.TATACCCCTC££GGGTEArrGGACTGGTGCCTC^C^ 

• • • • • • 

10 LysArgAspSerValCysProGinGlyLy3Tyril<sHi3?roGlAftsnAsnS@?Ili£Cys 
115 MS^G^^fAGTGTGTGTCCCCAMGMAhTATATCC^CCTCMMTAATTCG^TTTGC 

• • o • • • ,. • 

30 Cys7h7LysCysHisLysGlyThs7yrL@u7ysAsnAspCys??oGlyProGlyGlnAsp 

175 TG?A£CMGTGCCACftMCGMCC?ACTTGTA^A?GACTG?CCftiSGCCCGGGGCAGGAX 

• • • • • • 

5 0 Th£AspCysAfgGluCysGluS@sGlySe?PheThrMaS<ssGlu^snHiaLeuAf9His 
235 ACGGMTTGCAGGGAGTCrrG&GAG^^ 

• • • • • 

70 CysLeuSesCysSerLysCysArgLysGluMeeGlyGlnValGluIleSerSeECysThr 
295 TGCCTCAGCTGCTCCA^TGCCGMMGMATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCSCA 

• * • • • • 

90 ValAspArgAspThrValCysGlyCysAr 
355 G?GGJ£CG«S^CCG?G?GT3GC?Ge^^ 

COO OOQ ^ 

• • • • • 

110 A3nL@uPheGlnCysPheA3nCysSe;LeuCysLeuAsnGly7hrValHisLfiuSerCy3 

415 A^CTTTTCCMTGCrrCAATTGCftGCCTCTGCCTCM.TGGGACCGTGCACCTCTCCTGC 

• • • • • • 

130 GlnGluLysGlnAsnThrValCysThzCysHisAlaGlyPhePheLsuArgGluAjsnGlu 

475 CAGGJySMACAGJU*^ 

• • • • ♦ • 

150 CysVaiSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCysThrLysLauCysLeuProGln 
535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAG^MGCCTGG^TGCACGMGTTGTGCCTACCCCAG 

• • • • • • 

595 ATTGftGAATGTTAftGGGCACTGAGGACTCAGGCACCACAGTGCTGTTGCCCCTGGTCAT? 

• • • • • * 

1 90 PhPPhAffT vT »MO; «r . AnT.wtS»rT »nT.<»nPhe>I lgG lyLauMafcTygAraTyrGlnArg 
655 TTCTrrGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCTTCATTGGTTTAATGtATCGCTACCftACGG 

• • • • • • 

210 T^LysSerLysLeuTy^SQrlleValCysGlyLysSert'hrProGluLysGluGIyGlu 

• • • • • • 
230 L!iuGluGly7hfTh?7hfLysP?oL(3uAlaP?eAsnP?sSe?PhQS<s?ProTh?PreGly 

775 C^TG^SG^CTACTACTMGCCCCTGGCCC^MCCC^^TTC^CCCACTC^^ 

• • • • • • 

250 PheTh?PreThrLeuGlyPhoS@r?roV£ilP£oS@?Ses?h?PheThrSe?SerSQ77hr 
835 TTCft^C£^CTGGGCT?aGTCCCG?GCe^TTCC^er?SCC?CCAGCTCC^ 

• • • • • * • • 

270 Ty??hfP?oGlyAspCysProAsn?he&l&AlaP?oAr9ArfGluValAl&P?oP?oTy7 
895 TASACCCCCGGTGJUCTGTCCCA&CmGCGGCTCCCCG®^^ 

• * • • • * • 

290 GlnGlyJUaJ^PsoUeLeuJUaThEMa^ 
955 CftG(«GGCTGJ£CCCftTCCTTGC^^ 
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Fiour 1 (Forts.), ^a- 1 ( cont -) 



• • ■ 

310 GlnLysTrpGluAspSerAlaHisLysProGlnSerLeuAspThrAspAspProAlaThr 

1015 O^GAAGTGGGAGGJUZAGCGCCGlCAAGCCACAGAGCCrAGACACTGATGACCCCGCGACG 

• * * * 

330 LeuTyrAlaValValGluAsnValProProLeuArgTtpLysGluPheValArgArgLeu 
1075 CTGTACGCCGTGGTGGftGAACGTGCCCCCGTTGCGCTGGAAGGMTTCGTGCGGCGCCrX 

350 GlyLeuSerAspHisGluIleAspArgLeuGluLeuGlnAsnGlyArgCysLeuArgGlu 

1135 GGGCTGAGCGACCACGAGATCGATCGGCTGGAGCrGCAGAACGGGCGCTGCCTGCGCGAG 

. • • • 

370 AlaGlnTyrSetMetLeuAlaThrTrpArgArgArgThrProArgArgGluAlaThrLeu 

1195 GCGOATJVCAGCATGCrGGCGACCTGGAGGCGGCGCACGCCGOjGCGCGAGGCCACGCTG 

. . • • • • 

390 GluLeuLeuGlyArgValLeuAxgAspMetAapLeuLeuGlyCysLeuGluAspIleGlu 

1255 GAGCTGCTGGGACGCGTGCTCCGCGACATGGACCTGCTGGGCTGCCTGGAGGAGITCGAG 

. . • • • • 

410 GluAlaLeuCysGlyProAlaAlaLeuProProAlaProSerLeuLeuArg 

1315 GftGGCGCTTTGCGGCCCCGCCGCdCTCCCGCCCGCGCCCAGTCTrCTGaGATGRGGCTGC 

1375 GCCCCTGCGGGCAGCTCTAAGGACCG7CCTGCGAGATCGCCITCCAACCCCACTTTTTTC 

1435 TGGAAAGGAGGGGTCCTGCAGGGGCAAGCAGGAGCTAGCAGC 

1495 CCCTCGATGTACATAGCTTTTCTgU^GCCTGCGCGCCGCC GACAG TCAGCGCTGTGCG 

1555 CGCGGAGAGAGGTGCGCCGTGGGCtaVAGAGCCTGAGTGGGTGGTTTGCGAGGATGAGGG 

1615 ACGCTATGCCTCATGCCCGtTTtGGGTGTCCTCACCAGCAAGGCT GCTCG GGGGCCCCTG 

1675 GTTCGTCCC7GAGCCTTTTTCAQU3TGCMAAGCAG 1 li i 1 1 i Ui U 1 1 IG 1 1 1 IGI 1 1 1 

1735 GTTtTGTTTTTAAATCJATCATGTTACACIAATAGAAACTTGGCACTCCTGTGCCCTCTG 

1795 CCTGGAOtfU^ACATAGCAAGCTGAACtG7XCTAAGGCAGGGGCGAGCACGGAACAXTGG 

1855 GGCGITCAGCTGGAGCIGTGGACT7TTGTACATACACTAAAATTCTGAAGTTAAAAAAAA 

1915 AACCCGAATTC 
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iQUr 5 Fig. 3 
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Fiaup 4 Fig. 4 



• • • . 

1 SopRaeiopUe I EyaRagSopCysG I yRapSopThpTypThpG I nUuTpjjflsnTppUe I 

i Te6eacTeeoT§T6TORCTeETGTga6SBeBaeaeaTflCHeeeaeeTeT6oaBeTeeoTT 

21 PpeG I yEyaUySepCyaG I ySepflpg EyaSopfapRaeG I nUe I G I uThpG I nR 1 aCya 

si ceeeagTgeTTSBeeTGTeeeTeeegeTeTRaeTeTOBceaaaTSOBRBeTeaaeeeTae 

4 1 ThpRpfG I yg I nflanRpg 1 1 GEysThpCyaRpgPpeg I yTppTypCysfl I eleuSopLys 

121 ReTEgGgRRERgflREEgERTETGEflEETgeRggeeeggE?ggTRE?geGEgE?gRGERRg 

• • t . , » 

61 G I nG I y§ I yEyaRpgloySyafl I ePpet,oyPp©k,yaEyaRpfPp©G I yPhoG lyUeiRIa 

181 c86g8ggggTgeeggeT6Tgeae6eegeTgeeg8B0TgeeseeegggeneggegTggee 

8 1 flpgPpeg I y Thpg I uThpSQpflspUe I Ue 1 EyalysPpeCysfl I ePp©G I y ThpPhoSop 

2ii figBeeaggRBeTgflBfleRTCBgReeTegTgTgeRReeeeTgTgeeeegeggBcgTTeTce 

101 RsnThpThpSopSepThpRspl UEyaRpgPpeHisGlnl loCysBanUelUelRlel Iq 

301 RReRegReTTeRTcefleegRTfti?jgeRggceeeR_ecflgRTeTgTRRcgTggTggeeR-Te 

• • • • t , 

J 2 1 Pp©G 1 yflanfl I eSopflpgRaefl I aUe I EyaThpSopThpiopPpeThpRpgSopfle I R I a 

361 ceTgggRRTgeRRgeRgggRTgeRgTeTgeRegTeeRegTeeeeeReecggRgTRTggee 

• * • • » , 

1 11 Pp©G I yR I aUa I H I aUyPpeG I nPpeUe I Sc^hpflpg SqpO I nH 1 aThpG I oPpqSqp 

421 ccflggggeRgTReRCTTRceeeflgeeflgTgTeeflCRegRTeeeflRCRCRCGeflgeeflRgT 

' • t • . , 

161 Pp©GlyPp©S8P?hpRlePp©SopThpSopPh©loyUyPpeflQ*GluPp©SepPp©Ppe 

4Qi ccRgRRcecflgeRCTgeTeeRRGCReeTeeneeTgcTcccflRTGgGEceeflgceeeeefl 

' • • • • * 

181 R I eG I yg I yiopThpQ 1 yRagPhoR I eUyPpeUe I G I yUy 1 1 aUe I G I yUe I ThpR I a 
S41 GeTBRRGggRgERETGGEgBETTeGETETTEERgTTGgRETGRTTGTGggTgTgBEflgee 

• • i * t • 

20 1 LoyG I yloyLou 1 1 o 1 1 og I yU@ I Ua I RanCyaUe 1 1 1 ofloi Thpg I nUa I lyaLy alya 
601 TTgggTe?Re?RRTRRTRggRgT6gTgRRETgTgTERTERTgREEERgGTgRRRRRGRRg 

• • • • • • 

221 Pp©Loy€yaLoyg I nflpgG I yR I eLyaUe I Pp©H 1 aloyPp©R I eRapLyafl 1 efipgG I y 

ggi ceeTTBTgeeTgeagRgRgRRgeeRRggrgeeTeReTTgeeTgeeoaTRRggeeeggggT 

• * t # • • 

24 1 Thpg I nG I yPpeg lyglnglnH I alouloy 1 1 o ThpR I ePpelopiopiopiQpiopiop 

721 ReResgggeeeegRgeRgcRgeREeTgeTgRTeReRgegeegRgeTeeRgeRgeRgeTee 

• • # * • * 

26 1 Loyg I ylopfopR 1 @SopR I eUyRapflpgRpefl I @Pp§ThpRpg. Rang I oPp©8 inRIa 

?8i cTggRgRgeTesgeeRgTGegTTGGRERgRRgggegeeeReTeogRReeRgceReRggeR 
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4 ( fort3«tzung) Fig. 4 (continuation) 



IlSItfii! ' Ufl 1 oS,pG 1 « fl 1 «6 « y6 1 ufl I oflrgfl I oS.rThrO I y StrS.rfl | afl.p 
CCBGGCGTGGRGGCCfiGTGGGGCCGGGGflGGCCCGGGCCflGCflCCGGGRGCTCflGCRGflT 

SarStrPpeG lyClyHlaGI y ThrG I nUo I BsnUa I ThrCy« 1 1 «Uo I flsnUa I CusStr 
TCTTCCCCTGGTGGCCflTGGGflCCCflGGTCflflTGTMCCTGMTCGTGfiflCGTCTGTflGC 

f !™!" pH 1 sS,rS « rG 1 nCyaS.rS.r6 1 nfl I aStrSarThrflctGI yflspThrflsp 
flGCTCTGflCCflCflGCTCBCflGTGCTCCTCCCflflGCCflGCTCCflCflflTGGGflGflCflCHGRT 

S«pS«pPpoS«pG I uS.pProLyjflsBC I uG I nUo I Pp«Ph«S«rlyaG I uGl uCu»B I a 
TCCflGCCCCTCGGflGTCCCCGflflGGflCGflGCfiGGTCCCCTTCTCCflflGGfiGGflflTGTGCC 

Ph«flpgS«pG I nLtuG I uThrProG I uThri.tul.puG I yS«rThr6 1 uG I ulusPr oUu 
TTTCGGTCflCflGCTGGflGflCGCCflGflGflCCCTGCTGGGGBGMCCGflflGftGflflGCCCCTG 

ProLtuG I yUa I Pro Aspfl | a G I ytUtLysProSar 

CCCCTTGGfiGTGCCTGftTGCTGGGHfGflflGCCCTOTTfWCCflGGCCGGTGTGGGCTGTGf 

CGTflGCCflflGGTGGCTGflGCCCTGGCflGGflTGflCCCTGCGBflGGGGCCCTGGTCCnCCfl 

GGCCCCCflCCBCTftGGBCTCTGBGGCTCTTTCTGGGCCfiflGTTCCTCTBGTGCCCTCCflC 

BGCCqCBGCCTCCCTCTGBCCTGCflGGCCflflGBGCBGRGGCBGCGBGnGTGGBflBGCCT 

CTGCTGCCBTGGCGTGTCCCTCTCGGflflGGCTGGCTGGGCBTGGflCGTTCGGGGCflTGCT 

GGGGCBBGTCCCTGflGTCTCTGTGBCCTGCCCtfGCCCflGCTGCBCCTGCCflGCCTGGCTT 

CTGGBGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGT7TGTTTGTTTCTCCCCCTGG6C 

TCTGCCCBGCTCTGGCTTCCflGflflflACCCCBGCATCCTTTTCTGCflGBGGGGCTTTCTGG 

BGBGGBGGGBTGCTGCCTGBGTCflCCCBTGflflGBCflGGBCBGTGCTTCflGCCTGflGGCTG 

RGflCTGCGGGATGGTCCTGGGGCTCTGTGCAGGGAGGBGGTGGCBGCCCTGTRGGGBRCG 

55SIS CTTCfifl6TTflCCTCflCGflGGCTTCGflRflGCflTCfiCCTCfl6BCCfl 6CTGCBGTGGC 

TCBCGCCTRTGflTCCCflGCBCTTTGGGflGGCTGRGGCGGGTGGBTCflCCTGBGGTTflGGR 

?II"!f!5 CflGCCTG6CCflflCflTGGTflflflflC CCCflTCTCTflCTflflflflBTflCBGBflflTTfl 

5EE£5?55I CCTCGCGCCC,ICCTflTncT CCCftGCTRCTCIIGRHGCCTCnGCCTGGGnHftT 

;!III55?: CCGGGflW6CGGfl66mM CGGBGCCGBGflTMCGCM^^ 

TGGreGflCBGflGCGflGflGTCTGTCTCBHBBGBBflftflflBflflflflGCflCCGCCTCCBBBTGCT 

JlSIIfJ- C r rTTGTflCCflTG6TGTC fl«flGTCBGIITGCCC4IGflGGGCCCBGGCflGGCCBC 

CATRTTCRGTGCTGTGGCCTGGGCBflGRTRRCGCflCTTCTBflCTRGAflATCTGCCflRTTT 

TTTflRflBBBGTflflGTBCCflCTCBGGCCflflCflRGCCflflCGBCflflflGCCBBflCTCTGCCflGC 

CRCRTCCflflCCCCCCflCCTGCCflTTTGCBCCCTCCGCCTTCRCTCCGGTGTGCCTGCBG 
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